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WV Vorwort. 


gerathene Methoden anknüpfte, und eine derart entwickelte Methode 
empfing ihre wesentlichsten Erweiterungen und Verbesserungen bis- 
weilen nur dadurch, dass man sie mit Methoden combinirte, welche 
einen ganz anderen Ursprung hatten. Es giebt keine wirklich uni- 
verselle Methode; jede Methode hat ihre Schwächen und Grenzen, 
die dadurch nicht beseitigt werden, dass andere Methoden vielleicht 
noch mangelhafter sind. Eine für einen bestimmten Zweck zur Zeit 
beste Methode kann zur Lösung anderer Fragen vollständig im Stiche 
lassen. e 

Aus diesem Grunde hatte ich schon in der 1. Auflage versucht 
nicht nur die Lieblingsmethoden einer bestimmten Schule, sondern 
alle Methoden zu berücksichtigen. Bei diesem ersten Versuche waren 
Ungleichmässigkeiten schwer zu vermeiden und ich war mir dieses 
Mangels vollständig bewusst. Aber meiner Neigung zur synthe- 
tischen Kritik folgend war ich bemüht an der 1. Auflage selbst 
schärfere Kritik zu üben als sie das Werk bisher von irgend einer 
Seite erfahren hat. Ich hoffe auf Grund eingehender Untersuchungen 
derartige Ungleichmässigkeiten mehr und mehr beseitigt zu haben 
und war bemüht die Technik der einzelnen Methoden aus der Ent- 
wicklung der Fragestellung herzuleiten und auf der anderen Seite 
zu zeigen wie der jeweilige Stand der Technik seinerseits der Lösung 
der Fragen ein Ziel setzt und Grenzen der Methoden bedingt. 

Auf diese Weise hoffe ich in der vorliegenden, noch im Er- 
scheinungsjahre der 1. Auflage nöthig gewordenen 3. Auflage mein 
Versprechen am besten zu halten, das Werk für Lehre und Studium 
gleich zuverlässig zu gestalten. 

Eine französische Bearbeitung nach der 3. Auflage durch Herrn 
Professor Dr. van Ermengen wird in Kürze in Paris zur Aus- 
gabe gelangen. 

Wiesbaden, November 1885. 


= Der Verfasser. 
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Einleitung. 15 


@elegentliche Arbeiten enthalten fast alle medicinischen . und bio- 
logischen Zeitschriften. Eingehender befassen sich mit diesem 
Gegenstande: 


Annales de Institat Pasteur. Von Duclaux. 
Annales de Micrographie. Von Miquel. 

Archiv für Hygiene. Von Pettenkofer. 

Archiv für pathologische Anatomie. Von Virchow. 
Beiträge zur pathologischen Anatomie. Von Zieglor. 
Fortschritte der Medicin. Von Eborth und Curschmann. 
Zeitschrift für Hygiene. Von Koch und Flügge. 
Zeitschrift für Mikroskopie. Von Behrons. 





I. Die Mikroskopische Technik. 


Hueppe, Bakterien-Forschung. 5. Auflage, 2 





20 Mikroskopische Technik. 


Amoeboide, Mikroorganismen, Myzetozoen, Flagellaten, Sporozoen, Psorosper- 
mien, Gregarinen. 
Balbiani: Legons sur les sporozonires. 1884. 
Bütschli: Bronn’s Olassen und Ordnungen des Thierreichs. I. 1882. 
Maggi: Protisti o Malattic. 1882. 
: Die Protozoen als Krankheitserroger. 1890. 
Zopf: Die Pilzthiere oder Schleimpilze. 1885. 





‚Parasiten, 
Braun: Die thiorischen Parasiten des Menschen. 1885. 
Frank: Die Krankheiten dor Pflanzen. 1880. 
Leuckart: Die Parasiten des Menschen. 2. Aufl. 1881. 


Allgemeines über wichtigere Arten und Formen von Mikroorganismen. 
Eyferth: Die mikroskopischen Stsswasserbewohner. 2. Aufl. 1885. 
Kirchner und Blochmann: Die mikroskopische Pflanzen- und Thierwelt des Süss- 
wassers. 1886. 
de Vries: Die Pflanzon und Thiere in den dunklen Räumen der Rotterdamer Wasser- 
leitung. 1890. 


Beziehungen zu Zellelementen und zur Generatio spontanea. 
Altmann: Stadien über die Zelle. I. 1886. Die Elementarorganismen. 1890. 
Böchamp: Les Microrymas. 1883. 
Estor: De la constitution elömentaire dos tissus. 1882. 
Fokker: Untersuchungen über Heterogenese. 1. bis 8. Hoft. 1887/88. 
Wigand-Dennert: Das Protoplasma als Fermentorganismus. 1888. 
Als Unterrichtsmittel: Wandtafeln von Migula und von Eberth (beide im Erscheinen 

begriffen). 





Der mikroskopische Nachweis der Mikroorganismen setzt in 
erster Linie eine Kenntniss der Formen voraus. An den verschieden- 
artigen, leichter zugänglichen Formen und Arten muss die Technik 
des mikroskopischen Nachweises so allgemein ausgebildet und erlernt 
werden, dass mit diesen Hülfsmitteln auch die noch unbekannten 
Formen und Arten ermittelt werden können. Besonders schwierig 
wird der mikroskopische ‘Nachweis, wenn sich kleinste Formen im 
Pflanzen- und Thiergewebe als Parasiten finden, weil in diesen Fällen 
die Kleinheit der Formen nicht die einzige Schwierigkeit bildet, son- 
dern weil sich in den Geweben ausserdem normale Formelemente 
finden, welche zu Verwechselungen mit Mikroorganismen führen 
können und auch schon oft geführt haben. Durch Verbesserungen 
der Technik wurde es mehr und mehr möglich nachzuweisen, dass 
auch die kleinsten Mikroorganismen in legitimer Folge aus ihres- 














glases b et ee hat. 
Die ringförmige Vertiefung, welche eventuell zur Aufnahme von etwas 
Wasser dient, verläuft entweder geschlossen, sodass keine Luft zu- 
treten kann, oder man lasst dieselbe bei e in eine kleine Rinne ver- 
laufen, 50 dass nach Auflegen und Umranden des Deckglases Luft 


Io Figoh, 


zutreten kann. Gerade die mini- 
male Tiefe der Flüssigkeitsschicht 
zwischen b und c gestattet die 
kleineren Formen gut zu beoh- 
achten. Zu demselben Zwecke 
hat Klebs®) einen Objectträger 
aus Hartgummi angegeben, bei 
dem unten ein Glaseylinder mit 
Hach kugeliger Oberfläche einge- 
lassen ist, zwischen dem und dem 
‚oben aufgelegten Deckglase nur ein feiner Zwischenraum bleibt. Statt 
der offenen Rinne zur Luftzuführung befinden sich bei dem Klebs- 
schen Objectträger zwei Kautschuekröhren, durch welche man Luft 
oder andere Gase zutreten lassen kann. Auch die Gaskammern 
von Stricker sind oft gut zu verwenden. Die neuerdings von 
Fayod?) eingeführten Kammern für Beobachtungen bei Luft- oder 
Gaszutritt oder bei Abschluss von Luft dürften wohl vielseitiger 
Anwendung fühig sein. 
An Stelle der Objeetträgerform kann man sich bisweilen vor- 
theilhaft der v. Recklinghausen-Geissler’schen Kammern 


') Untersuchungen über die Entwicklungsgeschichte und Fermantwirkung 
‚einiger Bakterien-Arten 1880, 8. 10, 

?) Die allgemeine Pathologie. 1887, 5. 102, 

%} Referat 1. Zeitschrift 1. Mikroskopie 1890, VEL, 8. 31T. 














‚chemische Körper, 
Verbindungen eingehen. In diesem Sinne it es a serständlich, 

Härtungen des Gehirns in Alkohol für Färbungszwecke fast 
unbrauchbar sind und dass man das Gehim zum Färben in Chrom- 

Die äusseren Einflüsse, wie Licht, Temperatur, wirken nicht aur 
auf die angeführten physikalischen Vorgänge, sondern sie beeinflussen 
sicher auch die chemische Affinität. 

Die Auswaschbarkeit der Farben durch deren Lösungsmittel ist 
kein zwingender Beweis für die rein physikalische Bindung der Far- 
ben, da auch bei chemischer Bindung die im Gewebe gebildeten ge- 
fürbten chemischen Verbindungen in den angewandten Lösungsmitteln 
leicht löslich sein können. 

Während die letzteren Vorgänge allenfalls physikalisch und che- 
misch gleich befriedigend erklärt werden können, ist bei den eigentlichen 
‚Processen der Election eine physikalische Bindung mindestens ganz. 
untergeordnet gegenüber der zweifellosen chemischen Bindung. In 
dieser Hinsicht ist zu bemerken, dass sich mit derselben Lackmus- 
lösung das Protoplasma roth, die Kerne blau färben. Das Nuclein 
der Kerne verhält sich nicht nur in den Zellen, sondern auch ausser- 
halb der Zellen wie eine Säure und bildet mit Farbbasen Salze. 
Die man der Tellgrannla mit Säurefuchsin, welche Altmann 

erzielte, sprechen für eine chemische Beziehung dieser Elemente zu 
bestimmten. Farbstoflen, 

‚Dafür, dass bei den Färbungen der verschiedenen Gewebselemente 
chemische Bindungen den physikalischen übergeordnet sind, spricht 
auch folgende Beobachtung: Bei Anwendung schwacher wässriger 
Lösungen färbt sich zwar, entsprechend den Voraussetzungen der physi- 








Dass die Salze von Farbbasen bei dem Färbeprocess zerlegt wer- 
den und sich im Gewebe von Neuem Salze bilden, zeigt sich auch 
darin, dass schr stark basische Farbstoffe in Form der Salze Wolle 
nieht und Kerne und Bakterien wicht oder ganz unächt fürben. So 
sind z. B. die Salze des Methylgrün sehr beständig und ein Woll- 
faden färbt sich darin nicht, weil er wegen zu schwach saurer Bigen- 
‚schaften die Salze nicht zerlegt. Macht man jedoch das Bad durch 
Ammoniak alkalisch, so tritt Zerlegung des Farbsalzes und damit 
Färbung ein. Die stärker sauere Seidenfaser zerlegt aber auch das 
Methylgrün in neutraler Lösung und fürbt sich. 


‚Etwas ähnliches scheint auch mit den Farbsäuren der Fall zu 
sein, da beispielsweise wasserlösliche Kosine in schwach saurem Bade 
auf Wolle und Seide sehr schöne rothe Farben erzeugen. 


In anderen Fällen bilden sich aber im Gewebe ganz anders ge- 
färbte Verbindungen in gewissen Formelementen, während andere 
Gewebselemente sich in der ursprünglichen Farbe der Farblösung 
färben. Diese Eigenschaft, gewisse Elemente in einer von der Grund- 
farbe abweichenden Farbe zu tingiren, bezeichnet Ehrlich als „meta- 
chromatische* Färbung. Dass hier zweifellose chemische Verbindungen 
vorliegen, ist unbestritten. So färben z. B. die meisten violetten 
Anilinfarben (bläuliche Nuancen des Metlıylviolett, Gentianaviolett, 
Dahlia) nach Cornil, Henschel und Jürgens die Kerne (und 
Bakterien) violett, die amyloide Substanz aber roth; Methylgrün fürbt 
die Kerne grün, die amyloide Substanz aber nach Curschmann 
violett und die hyalinen Harneylinder ultramarinblau. Nach Cal- 
berla fürben sich mit Methylgrün die Kerne der Zellen des Unter- 
hautbindegewebes und die Kerne der Gefüsse und Nervenscheiden 
rosaroth, die Zellen des Coriums mit den Kernen rothviolett, und 
die Elemente des Epidermis grünblau bis blau. Das Hämoglobin 
der rothen Blutkörperchen bildet mit Eosin eine rosaorange Färbung, 





eier Versuchen nur mit Bin- 


schränkungen brauchbar. Unter Berücksichtigung derartiger Möglich- 
‚keiten dürften aber die bis jetzt gelungenen Färbungen lebender 
‚Gewebe mur ‚geeignet sein die Ansicht von eiuer vorwiegend chemi- 
sehen Bindung der Farben zu bestätigen, Dass es auch gelungen 
ist, Bakterien während des Lebens zu frben, sei bier nur kurz er- 
wähnt, weil diese wichtigen Versuche und einige Versuche über 
Färben lebender Pflanzenzellen später noch in anderem Zusammen- 
hang besprochen werden mässen. Die Zerstörungen von Farben, die 
Veränderungen von Farben und die Bildungen von Farben durch 
die Lebensthätigkeit von Mikroorganismen werden gleichfalls später 
besprochen werden. 

Sowohl bei vormiegend. physikalischer Bindung der Farben als 
bei solchen chemischen Verbindungen, welche leicht löslich sind, 
kann die Farbe mehr oder weniger leicht ausgewaschen werden. 
Mau bezeichnet derartige Färbungen als unächt im Gegensatze zu 
den üchten, welche den Lösungsmitteln, in der Technik besonders 
der Seife gegenüber widerstandsfühig sind, und der uns interessirende 
höchste Grad des letzteren Verhaltens wird durch die „Säurefestig- 
keit* bezeichnet. 

‚Manche Stoffe haben zu den zu färbenden Geweben eine grössere 
Verwandtschaft als die Farblösungen und werden deshalb leichter von 
den Geweben sei es physikalisch angezogen oder chemisch gebunden, 
andererseits verbinden sich diese selben Stoffe aber auch leicht mit 
den Farben. Hierdurch werden sie zu Vermittlern der Färbung, 
welche es gestatten, unächte Färbungen in ächte zu verwandeln und 























106 Die mikroskopische Technik. 
Von im histologischen Sinne saueren Anilinfarben kommen in 
Betracht: 
1. Phtaleine. Unter denselben sind zu nennen Fluorescein, 


m. 


wasserlösliches röthliches Eosin (Bromverbindung), wasserlös- 
liches bläuliches Eosin (Jodverbindung), Phloxinroth. 
Nitrokörper. Naphtbalingelb = Martiusgelb, Pikrinsäure, 
Aurantia. 


. Sulfosäure. A) Aus Anilinölen. 


I. Oxydationsproducte des reinen Anilin: 
Indulin, Nigrosin. 
II. Oxydationsproducte eines Gemisches von Anilin und Tuluol: 
Fuchsin $ — Säurefuchsin = Rosanilinsulfosäure. 
III. Methylirte Rosaniline: 
Säureviolett — Violett S. 
IV. Phenylirte Rosaniline: 
Wasserlösliches Anilinblau. 
V. Azofarbstofie: 
Goldorange (Orange III), Tropaeolin 00 (Orange IV), 
Congo, Benzopurpurin. 
B) Naphthalingruppe und zwar Oxyo-azo-Verbindungen: 
Tropaeolin 000 No. 1. (Orange I), Tropaeolin 000 N 2 
(Orange II), Azoblau. 


. Primäre Farbsäuren, wie Rosolsäure, Alizarin, Purpurin, haben 


bis jetzt in der Bakteriologie noch keine Verwendung gefunden. 


V. Basische Anilinfarben. 
A) Aus Anilinölen bereitet. 


. Oxydationsproducte des reinen Anilin: 


Methylenblau, Chlorhydrinblau (= basisches Indulin?). 


. Oxydationsproducte des reinen Toluol: 


Safranin. 
Oxydationsproducte eines Gemisches von Anilin und Toluol: 
a) Rosaniline. Das reine farblose Rosanilin ist Triamido- 
diphenyl-toluyl-karbinol. 








Pa 
rate hellt man von der Färbung oft vortheilhaft mit 
a a Ar dann wieder gut ausgewaschen werden 


Das lufttrockene und durch Einbrennen fixirte 
Bere at wird nun gefärbt. Man legt a) das Deckgläschen 
4 nach oben auf ein Stück Fliesspapier und 
bringt mit einem Glasstahe oder einer Capillaröhre oder dem zur 
‚Capillare ausgezogenen Glasstöpsel einige Tropfen Farblösung 
auf das Präparat. Die Farblösung bleibt eine bis zehn Minuten 
daranf, indem man durch Neigen des Deckglases sieht, ob das 
Präparat schon Farbe angenommen hat. Soll die Farblösung länger 
einwirken, so bringt man nicht die Farblösung tropfenweise auf das 
Deckglas, weil sich beim Trocknen am Rande des Farbtropfens ein 
schwer entfernbarer Farbenring bildet, sondern man gibt b) eine 
entsprechend grössere Menge der Farblösung in ein Uhrglas oder 
Krystallisationsschälchen. Dann fasst man das Deckgläschen, die 
Präparatenseite nach unten gekehrt, lose zwischen eine Pinzette 
oder zwischen Daumen- und Zeige- oder Mittelfinger, und lässt es 
Nach auf die Oberfläche der Farblösung fallen, so dass es mit der 
Präparatenseite auf der Farblösung schwimmt. Zur 
Verhütung der Verdunstung deckt man dann eine Glasplatte oder 
eine zweite Schale darüber. 

Zur Abkürzung oder zur Steigerung der Itensität 
der Färbung kann man die Farblösung erwärmt anwenden, 
indem man e) nach Koch das Schälchen mit Farblösung und 
schwimmendem Deckglase im Trockepschrank auf etwa 50 bis 40% 
erwärmt; oder indem man d) nach Rindfleisch das mit schwim- 
mendem Präparat vorschene Schälchen mit der Zange fasst und über 
kleiner Flamme bis zum Auftreten von Blasen erwärmt; oder e) in- 
dem man die Farblösung im Reagirglase aufkocht, dann erst in das 























Leprabacillen, 

TR Serien fyfwiäelaberiiäin Taprakscilännireen sie 
wit. Anilinasser-Fuchsin ‚oder Gentianaviolett gefärbt sind, einer 
ng mit 1%, unterchlorigsaurem Natron besser als die Tu- 
‚0 dass sie noch gefärbt bleiben, wenn die Tuberkel- 
baeillen bereits entfürbt sind. Bei der Anwendung von unter- 
‚chlorigsauren Salzen müssen die Präparate sehr gut mit Wasser 
ausgewaschen worden, um eine nachträgliche bleichende Wirkung 
des. Chlor unmöglich zu machen. Da möglicherweise auch die 
oxydirende Kraft des Chlor bei der Entfärbung betheiligt ist, kann 
man statt des Wassers auch reducirende Mittel zum Auswaschen 
benutzen. 

‚Für Tuberkel- und Leprabacillen ist demnach nach eingetretener 
Färbung das Verhalten zum Entfärbungsverfahren und vor allem die 
Säurefestigkeit fast gleich. Ungleich ist jedoch die Aufnahmefähig- 
keit für die Farben und zwar sind die Leprabacillen sehr schnell und 
sicher zu fürben, während die Tuberkelbacillen die relativ schwierigst 

zu färbenden Bakterien darstellen. Wesener hat in den letzten 
| Jahren die Möglichkeit einer sicheren Differentialdiagnose durch 
| Färbungen zwischen beiten Arten bestritten, weil es keine qualita- 
| tiven Differenzen zwischen ihnen giebt und die quantitativen Diffe- 
renzen nicht absolut constant sind. Baumgarten hält die Diffe- 
rentialdiagnose wegen der quantitativen Unterschiede für möglich 
und ich muss ihm nach meinen Frfahrungen beistimmen. 

In zweifelhaften Fällen müsste man die kurze Färbung in 
wässrigen Lösungen in der Kälte anwenden, weil sie besonders ge- 
eignet ist, die quantitativen Unterschiede hervortreten zu lassen. 
In mehr qualitativer Hinsicht dürfte das Verhalten zu Methylenblau 
als Fürbungsmittel und zu unterchlorigsaurem Natron als Differen- 
zirangsmittel in Frage kommen. Handelt es sich nur um die 
Darstellung ohne Rücksicht auf Diflerentialdiagnose, s0 empfehle ich 


1) Die Syphilichneillen 1835, 8 6, 













und Dowdeswell) ug jedoch bei Einbettung in Lösung 
von Kaliumacetat (8. 112) statt in Balsam. An Deckglas-Trocken- 
präparaten gelingt nach Koch (l. c: 8. 419) eine Färbung durch 
Zusatz von eoncentrirten wässrigen Lösungen von Extr. campoch; die 
are we eh 
nicht haltbar, Man legt deshalb die gefärbten Präparate einige Zeit 

in 0,5°/,ige Chromsäure oder in Müller’sche Lösung, es bildet 
sich dann eine unlösliche, braunschwarze Verbindung des Extr. 
eampech. mit der Chromsäure, Nach dem Abspülen können diese 
Präparate direet in Glycerin, eder nach vorausgegangenem Trocknen 
in Canadabalsam conservirt werden. Nach Neuhauss?) erreicht 
man eine intensive Schwarzfürbung von Bakterien (Membran) und 
Geisseln, wenn man die Deckglaspräparate 5 Minuten auf schwarzer 
sog. Kaiser-Tinte kocht, sie dann 15 Minuten in schwacher, erwärmter 
Lösung von neutralem chromsaurem Natron einlegt und den ganzen 
Vorgang 2 bis 5 Mal wiederholt. 

Künstler‘) giebt zur Darstellung der Geisseln von Spirillum 
tenue folgendes Verfahren an. Man bringt ein Tröpfehen spirillen- 
“haltige Flüssigkeit auf den Objeetträger, fügt einen Tropfen Osmium- 
säure zu und überlässt das Gemisch 15 Minuten der Verdunstung. 
Den so fixirten Tropfen bedeckt man mit einem Deckgläschen und 
bringt auf die Mitte der 4 Seiten desselben je ein kleines Tropfehen 
eoncentrirter Lösung von Collin-Schwarz, welches mittelst einer Nadel 
mit der Flüssigkeit unter dem Deckglase in Verbindung gesetzt 


1 Cohn's Beiträge zur Biologie der Pflanzen, 1877, II. 3. Heft, 
9) Annales de Micrographie 1890, II, 8, 377. 

%) Centralblatt f. Bakteriologie 1889, V, No. 3. 

4) Comptes rendus 1887, Bd. 105, S. 684. 





Als ‚Beize dient eine Mischung von 10 ccm Tanninlösung 
(20::80 Wasser), 5ecm kalt ‚gesättigte Ferrosulfatlösung und 1cem 
wässriger oder alkoholischer Fuchsin-, Metbylviolett- oder Wollschwarz- 
lösung; am meisten zu empfehlen ist die Fuchsintinte, weil sie sich 
besonders auch zum Photographiren eignet, Diese Beize nun ist 
für manche Bakterien (x. B, Spirillum concentricum) gerade richtig. 
Manche Bakterien verlangen jedoch einen Zusatz von Alkali oder 
Säure. Eine genaue Begründung dieses Postulates ist noch nicht 
möglich; Löffler liess sich von der Feststellung Petruschky’s 
(efr. später Milchserum als Nährboden) leiten, dass manche Bak- 
terien in Molke verschiedene Grade von Säure, andere trotz der 
‚Anwesenheit des Milchzuckers Alkali bildeten, und stellte fest, dass 
die Alkalibildner Säure, die Säurebildner Alkalizusatz zur Beize er- 
fordern. In dieser Weise ermittelte er, dass von einer 1%, Lösung 
von Natriumhydratlösung (!/, Normallösung) zugesetzt werden mussten 
zu obigen 16'cem Beize 4 Tropfen für den weissen Kartoffelbacilius, 
12 Tr. für B. erystallosus, 20 Tr. für M. agilis, 22 Tr. — 1cem 
Lösung für Typhusbacillen, 28-30 Tr. für B. subtilis, 36 Te. für 
B. des malignen Oedems und Rauschbrandes, Von einer auf diese 
Natronlösung gestellten Schwefelsäurelösung erforderten 1/,—1 Tropfen 
die Cholerabakterien, 3—4 Tr. Vibrio Metschnikoffi. 5—6 Tr. B, 
pyoeyaneus, 9 Tr. das Spirillum rubrum, 10 Tr. B. der blauen 
Milch. 








ae er "zur isolirten | ee aneet Weil die 
‚Färbung der lebenden Bakterien damals nicht gelang, wohl aber der 
durch Trocknen und Erhitzen getodteten, glaubte Buchner den 
Grund der Nichtfärbung der Sporen in der grösseren Resistenz. der 
Sporenmembran suchen zu müssen. Er suchte deshalb die Sporen- 
membran von bac. subtilis zu tödten und dadurch für Farben zu- 
‚günglich zu machen, und erreichte dies, indem er die Deckglas- 
Trockenpräparate ?/, bis 1 Stunde auf 210° im Trockenschrank er- 
hitzte oder 1 Stunde bei 120% im Dampfkessel hielt, oder indem‘ er 
das Präparat mit concentrirter englischer Schwefelsäure betupfte und. 
nach 25 Secunden sorgfältig auswusch, oder endlich, indem er con- 
centrirte Kalilauge längere Zeit einwirken liess. In den so behan- 
delten Präparaten fürben sich, besonders durch Methylenblau, die 
Sporen allein, während die Bakterien selbst keine Farbe mehr au- 
nahmen. 

Mir gelang es gleichzeitig und unabhängig von Buchuer's 
und Neisser's Versuchen sowohl die isolirte als die Doppelfürbung 
der endogenen Sporen (cfr. erste Auflage dieses Werkes.) 

Untersucht man kurz vor der Sporenbildung im hängenden 
Tropfen, so findet man in vielen Bakterien schon glänzende Körperchen, 
welche aber nicht die Gleichmässigkeit der Sporen haben. Färbt 
man die getrockneten und durch dreimaliges Durchziehen durch die 
Flamme fixirten Präparate mit wässrigen oder verdännten alkoholisehen 
Farblösungen, s0 findet man in diesem Stadium die Bakterien nicht 
so gleichmässig geßrbt wie sonst, sondern einzelne Parthien stärker 
und mehr körnig gefärbt. Dieses contrahirte Protoplasma färbt sich 
besser als das nicht verdichtete Bakterien-Protoplasma. Die ersten 
Beobachtungen hierüber hatte ich zuerst 1883 bei den Involutions- 
formen des Bac. oyanogenus gemacht. Dann folgt ein Stadium, in 
dem die glänzenden Körperchen schon viel gleichmässiger sind, aber 
sich noch sehr gut färben, und dann folgt ein Stadium, in welchem 
sich gleichmässige, glänzende Körperchen in den ungefirhten Prä- 


en Ueber das Verhalten der Spaltpils-Sporen zu den Anilinfarben. Acrzt- 
liches Intelligenablatt 1884, No, 33, 8. 370. 








bis Minuten 909/, Alkohol einwirken lässt, dem eine Spur der Farbe 
zugesetzt ist, in der die erste Färbung gemacht wurde, und dann 
‚erst die zweite wässrige Farbe anwendet. Bisweilen muss man statt 
des Alkohols verdünnte Mineralsäure anwenden, um ganz scharfe 
Bilder zu erhalten. Wenn ich auch im Prineip keinen Unterschied 
gefunden habe, ob ich Fuchsin oder Methylviolett zur Färbung der 
Sporen und Methylenblau oder Vesuvin zur Nachfärbung der Bak- 
terien benutzte und mit kleinen Modificationen meist mit beiden 
Färbungen positive Resultate erhielt, so dürfte den Meisten doch 
die schon von Neisser verwendete Färbung mit Fuchsin und Nach- 
Färbung mit Methylenblau ebenso wie bei den Tuberkelbaeillen mehr 
zusagen, Tafel II, Fig. 10. Karbolsäure ist als Beize für Sporen 
nicht in allen Fallen so gut geeignet wie Anilinwasser. 

Man findet neben ganz gleichmässig dunkelroth oder blau ge- 
färbten Sporen auch solche, deren Membran stärker gefärbt ist, was 
darauf hinweist, dass die Membran der endogenen Sporen wohl da 
Bestimmende für diese maximale Entfärbung und: die dadurch er- 
möglichte Doppelfürbung ist. 

Einzelne endogene Sporen färben sich übrigens schon in ge- 
sättigten wässrigen und verdännten alkoholischen Lösungen bei 
gleichzeitigem Erwärmen und zum Theil selbst in der Kälte. Die 
Differenzen unter den endogenen Sporen scheinen in Bezug auf die 
Färbbarkeit kaum geringer, als unter den Bakterien selbst. 

Hauser‘) färbte die Endosporen von Sareina derart, dass er 
das fixirte und erhitzte Präparat mit einer verdünnten alkoholischen 
Fuehsinlösung bedeckte und dann dieses Präparat mit der Farblösung 


3) Beiträge zur pathologischen Anntomie, Festschrift für Zenker 1887. 








‚erscheinen roth (in verschiedener Intensität) bis rötblich- 

in den ganz schwach blau gefärbten Bakterien und sind in 
Berug auf Lagerung und Grösse nieht ganz gleich. 2) Die Präpa- 
rate werden mit warmer (nicht siedender) Lösung des alkalischen 
Methylenblau gefärbt, in Wasser abgespült und 1 bis 2 Minuten 
mit wässriger Vesuvinlösuug nachgefärbt (Ernst): die Körner sind 
dunkelblau, fast blauschwarz auf leicht braunem Grunde. 3) Inten- 
sive Färbung mit Hämatoxylin von Delafield (Ernst): die Kör- 
ner werden schwarzviolett auf leicht lila Grund. _ 4) Bei schwachem 
Anfärben mit Delafield’schem Hämatoxyilin erscheinen nach 
Bütschli die Kömer rothvioleit (Farbe des angesiuerten Häma- 
toxylins), die Centralkörper der Bakterien selbst blau (alkalisches 
Hämatoxylin). 5) Mit Kernschwarz (Ernst) erscheinen die Kömer 
schwärzlich auf rauchgrauem Grunde. Die Kömer werden nicht 
durch künstlichen Magensaft, wohl aber durch alkalisches Trypsin 
verdaut, gelöst. Hiernach sind die obigen Annahmen der Natur 
der Körner unrichtig. Die Körner sind vielmehr nach Bütschlit) 
Chromatinkörnehen. Durch diese Beobachtung und die Art der 
Anordnung dieser Körner wird die zuerst von mir!) begründete An- 
sicht, dass das Wesentliche des Inhalts, das sogenannten Protoplasma 
der Bakterien kein Homologon des Protoplasma der Zellen, sondern der 
Kern ist, durch Bütschli exacter begründet. ‚Te nach der Grösse 
der Bakterien wird aber um diesen Kern weniger oder mehr Achtes 
Protoplasma nachweisbar, aus dem sich erst die Membran mit den 
Geisselscheiden differenziren, während hiernach die wirklichen Geis- 
seln Fortsätze des Achten Protoplasmamantels der Kernsubstanz sein 
müssen. Bei der Theilung verhält sich die Kernsubstanz, d. h. der 
grössere und wesentlichste Theil des Inhalts, wie ich im Kapitel 


3) Ueber den Bau der Bakterien, 1890, 
9) Die Pormen der Bakterien 1880, 8. 94. 





che a ee een 
Den MR inne gehe 


wird nur senkracht ‚gehoben oder gesenkt. In Folge dieser lade, 
‚des Objectes kann das Messer seiner ganzen Länge nach ausgenutzt 
werden. Die ersten guten Instrumente dieser Art sind von Weigert: 
erdacht und von Schanze-Leipzig ausgeführt. Aehnlich ist das 
Mikrotom von Miehe-Hildesheim. Eine mechanische Verbesserung, 
der Messerführung des Weigert-Schanze’schen Modell’s hat 
Altmann angegeben. Das beste, aber auch sehr theuere Instrument 
‚dieses Prinzips ist das von Schiefferdeeker-Becker in Göttingen. 
Mikrotome für Serienschnitte sind bis jetzt für unsere Zwecke noch 
nicht verwerthbar, 

Das Messer des Mikrotoms muss so gearbeitet sein, dass seine 
untere plane Schneidefacette genau parallel der Gleitebene des 
Messerschlittens steht, Dasselbe muss nach jedem Gebrauche s0- 
fort abgetrocknet und (mit dem Rücken voran) auf einem fasten 
Streichriemen, ohne Druck und gleichmässig abgezogen werden. 
Auf diese Weise hält man sich ein gutes Messer jahrelang gehrauchs- 
fühig. was um so wichtiger ist, als das Abziehen auf dem Stein 
fast nie das Messer im selben Zustande lässt wie vorher. 

Die Messerstellung ist in der Regel, um Druck zu vermeiden 
und den richtigen Zug zum Schneiden zu treffen, s0 zu wählen, dass 
das Messer möglichst spitzwinklig zum Präparate steht, damit die 
Schneide möglichst gaız ausgenutzt wird. Für Sehnitte, welche 
mit dem Getriermikrotom geschnitten werden, wird das Messer nicht 
befeuchtet; für Spirituspräparate erfolgt Befeuchtung mit Spiritus 
oder absolutem Alkohol; für Celloidin mit 80%, Alkohol; Paraffin- 
präparate werden trocken geschnitten. 












diren, 50 empflchlt sich diese Methode durch ihre: Bifun= 
lichkeit, 
3) Das Aufkloben auf Kork. Das Organstüickehen wird mit 





.l Kork eine feste. Bröcke hergesell Statt des 
imes“ kann man auch Lösnngen von arabischen 
die in der Wärme verflüssigte Klebs’sche con- 





.c) Einbetten in Celloidinnach Schiefferdeeker und Bloch- 
mann. Das klein zerschnittene Celloidin wird in gleichen 
Theilen Alkohol und Ather gelöst und zwar als dünnflüssige 
Lösung und als stärkere Lösung von Sytupconsistens. Die in 
absoluten Alhohol entwässerten Schnitte können meist direct in 
‚die dünnere Lösung gebracht werden, in der sie zum Durchtränken 
mit Celloidin biszu einem Tage bleiben. Schwer durchdringbare 
Objecte bringt man aus dem Alkohol einige Stunden in gleiche 

! Mengen Aether und Alkohol und erst von hier in die dünnere 

| Colloidinläsung. Von hier kommen die Stücke einige Stunden 

bis Tage in die diekere Lösung. Dann bereitet man sich 
einen gut gerundeten Kork, dessen Oberfläche muh gemacht 











Freital een ‚so kann Tualiintder Degalahe inte 
des Paraffin nicht einfuch durch Debertragen der Schnitte in Xyol 
bewirken, sondern die Schnitte werden mit ihrem Paraffın auf den 


Objectträger aufgeklebt, der zu diesem Zwecke mit einer dünnen 
‚Schicht von Nelkenol und Collodium (3:11, oder von Eiweiss, oder 
Glycerin, oder von alkoholischer Schellacklösung, oder von Katt- 
schuck (Traumatiein mit 25 facher Menge Chloroform) überzogen 
wind, In den ersten Fällen wird der Schnitt angedrückt und 10 
Minuten im Brütofen bei 60% belassen; dann kommt der Object- 
träger mit dem angeklebten Schnitt in Xyol. Im letzten Falle 
wird er ungepinselt mit einer Lösung, welche derart hergestellt 
wird, dass 2 gr Schiessbaumwolle in 50 em Aceton gelöst und von 
dieser Lösung 5 cem mit 20 ccm Alkohol verdünnt werden, Nach 
diesem Anpinseln müssen die Schnitte mit Fliesspapier stark an den 
Objeetträger angedrückt werden. Darauf werden sie im Wärme- 
schrank oder über der Flamme an den Objectträger angetrocknet 
und in Xyol gebracht. Auf dus Xyol folgt absoluter Alkohol. 


Eine Combination von Celloidin- und Paraffineinbettung 
dürfte für pathologische Fälle vorzuziehen sein, bei denen man be- 
sonders feine Schnitte wünscht. Das Organstückchen kommt aus 
dem Alkohol einige Stunden in Alkohol-Aether, dann in Celloidin- 
lösung und wird dann in Paraffin eingebettet wie oben. Es kann 
trocken geschnitten werden. 


Zum Studium mancher in Kulturen beobachteten Formen 
und von Formelementen flüssiger Gewebe hat man in den 
letzten Jahren erfolgreich versucht, die Kulturen und der- 
artige Gewebe, wie Blut, zu härten uud mit dem Mikrotom zu 
schneiden, 























IL. Die Experimentelle Technik. 














Die experimentelle Technik. 
Instrumente ausserordentlich und man kaun deshalb b) die Instru- 
mente in besondere Behälter aus Kupfer- oder Eisenblech legen und 
sie mit diesen Behältern in einem Trockenschrank bei 1509 steri- 
lisiren. ’ 

‚Das gründliche mechanische Reinigen und Putzen der Intra- 
mente ist schon die bessere Hälfte der Desinfection, weil die glatten 
Flächen zum Haften von Keimen wicht geneigt sind. Derartig 
vorbereitste Instrumente kann man auch c) wie besonders für die 
ärztliche Praxis von Davidsohn!) empfohlen wird, 5 Minuten im 
Wasserbade oder Dampfstrome kochen, wobei sie weniger leiden als 
durch das direkte Glüben. Nach dem Herausnehmen werden die- 
selben mit sterilisirtem Tuche abgetrocknet und gegen Staub ge- 
schützt, abgekühlt. 

Der Trockenschrank oder Sterilisationsappart für 
heisse troekene Luft?) besteht in seiner einfachsten Form aus 
einem doppelwandigen Kasten von Risenblech mit Kupferboden 

Fig. 8 Fig. 8. Die Regelung der Temperatur 

Er erfolgt durch Thermometer, t, und Ther- 

ı moregulator, r. In der neuesten Zeit 

bringt man meist auch eine Cirkulations- 

vorrichtung für die erhitzte Luft an, 

wodurch die nothwendige gleichmässige 

Erhitzung des Innenraumes erst gesichert 

wird. Den Innenraum kann man durch 

Einlagen von Blech oder Draht nach 

Bedarf abtheilen. Die Dimensionen rich- 

ten sich nach dem Bedarf. Das An- 

wärmen von 10 bis 20 Minuten abge- 

z rechnet, beträgt die Zeit der Sterilisirung 
eine Stunde bei ca. 150° C. 

Zum Erwärmen dieser und später zu besprechender Apparate 
dient meistens das Gas, doch hat man auch für genügende Petro- 

3) Berl. klin. Wochenschrift 1888, No. 35. 


9) Für manche Kinzelheiten über diesen und die anderen Apparate sind 
auch die illostrieten Kataloge zu Rathe zu ziehen, 





Glasgegenstünde. | 
Substanzen frei sein, dürfen für bestimmte, Falle, ‚2. B. wenn sie 
Harnstoff aufnehmen sollen, keine in den Flüssigkeiten lösliche Sub- 
stanzen enthalten und dürfen keine Fettschichten haben, welche das 
Befeuchten verhindern. 

‚Sämmtliche Glasgegenstände, welche Form sie auch haben, müssen 
zuerst einer mechanischen Reinigung unterworfen werden, in- 
dem sie abgebürstet, abgerieben oder öfters mit Wasser ausgeschüttelt 
werden, Dann folgt die sorgfältige chemische Reinigung. 
Platten, Objectträger ete. werden in eine Schüssel mit dem Reinigungs- 
mittel gelegt, Kölbchen werden mit demselben zu einem Drittel ge- 
fallt und geschüttelt, Man spält zunächst mit einer ziemlich 
dunkelrothen Lösung von übermangansaurem Kali, lässt dies dann 
ablaafen und spült sofort mit. der gewöhnlichen Salzsäure nach. Darauf 
wird so lange mit Wasser nachgespült, bis die saure Reaction ver- 
‚schwunden ist. Bisweilen genügt es, die Glasgegenstände mit irgend 
einer Mineralsiure, Salzsäure, Salpetersäure oder Schwefelsäure, kurz 
zu behandeln und dann wieder mit Wasser nachzuspülen und hin 
und wieder reicht ein einfaches Ausspülen mit reinem Wasser aus. 
Ob man sich mit diesem letzteren Minimum hognügen oder den 
ganzen Process gewissenhaft durchführen soll, richtet sich nach dem 
Grade der Verunreinigung und den besonderen Zwecken. Glaskolben, 
welche zur Aufnahme von Harnstofflösungen dienen sollen, ınüsen 
nach der ersten Reinigung noch mindestens 24 Stunden. mit warmem 
Wasser gefüllt stehen bleiben oder noch besser einige Mal mit 
Wasser angefüllt im gespannten Dampfe ausgekocht werden und in 
den Pausen zwischen dem. Kochen mit Wasser angefüllt stehen 
bleiben, weil die nicht derart lange Zeit mit Wasser behandelten 








‚glas zu R 
Dee a ea 
rege bringen, der beim Sterilisiren hart, 
" att dicer Imprägnatien der Watte kann man natürlich auch 
son vornherein feuerleste Watte verwenden und bei kleineren Dimen- 
sionen verwendet man schon längst neben der Watte Asbest oder 
Glaswolle. Fol hat einen ‚complieirteren Verschluss angegeben. 


Fig. 10. 


| I 2. E23 4. 
In den Hals des Gefässes kommt zuerst eine dünne Watteschicht, 
Fig. 9 (Zw), welche durch eine glockenförmige Glaskappe, g, fest 
in den Hals eingetrieben wird, s0 dass zwischen der Oefnung dieser 
Glasglocke und dem Innenraum des Glasgefisses nur eine dünne 


trennende Watteschicht besteht. In das Glasglöckchen giebt man 
dann einen Asbestpfropf a und darüber einen Wattepfropf b. 


4) Centralblatt für Bakteriologie 1888, Bd. IV, No ?. 





Die Methoden der Sterilisation. 


Kolben werden direkt über der Flamme, kleinere Kolben, Keagir- 
gläser in einem gewöhnlichen Wasserbade gekocht, in dem aber 
das Wasser etwas höher stehen soll als der Inhalt der Gläser. Der 
Wärmeausgleich vollzieht sich bei den unvermeidlichen Wärme- 
verlusten etwas langsam und vor Allem sehr ungleichmässig. Zum 
längeren Kochen empfiehlt sich ein tiefes eylindrisches Wasserbad 
mit constantem Nivean, dessen zur Regulirung der Wasser- 
höhe dienender Seitentubus so hoch sein muss, dass das Wasser im 
Bade höher gehalten werden kann als der Inhalt der Kolben und 
Gläser. Für Rengirgläser dient ein mit vielen kreisförmigen Oefl- 
mungen verschener Einsatz, dessen durchbrochener Boden etwa 1.cm 
über dem direkt von der Flamme getroffenen Boden des Wasser- 
bades sich befindet. Dass man oft mit 100%. in Form des siedenden 
Wassers auskommen kann, haben schon ältere Versuche von Pasteur 
und seinen Vorgängern gezeigt, dass man bisweilen damit auskommen 
muss, ergiebt sich von selbst in Fällen, bei denen Temperaturen 
über 100°C. Alterationen der Substrate und Lösuneng herbeiführen. 
Wenn aueh genügend langes Kochen ie. ın. 
bei 100°%C. wirkliches Sterilisiren gestattet 
und der sichere Erfolg bei dieser Methode 
wesentlich nur von der Zeit abhängt?) so 
verwendet man (die Siedetemperatur des 
Wassers doch besser in Form strömender 
nieht gespannter Dimpfe, Hierzu dient 
der Dampf-Sterilisirungs-Cylin- 
der von Koch, Gaffky und Löffler?) 
Fig. 11. Derselbe besteht in einfachster 
Form aus einem ca, */, Meter hohen, 20 
bis 25 cn im Durchmesser haltenden Cylin- 
der von starkem Weissblech, M, der zum 
Schutze gegen Wärmeverluste mit einem 
Filz- oder Asbestmantel umgeben und mit 
Boden von Kupferblech versehen ist. Im 


1) Hueppe, Ueber einige Vorfragen zur Desinfectionslehre und Aber die 
Hitze als Desinfectionsmittel. Deutsche militärärztl. Zeitschr. 188%, No. 8. 
9) Mitiheilungen aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte 1881, 1, 8. 32. 








0 2 1 und Heydenrekch?); und in Koch's Tabo- 
_ Tatorium selbst ermitfelte @1obig®) später, dass einzelne. Sporen- 
arten bis zu 3 und mehr Stunden im stömenden Dampfe gelassen 
werden konnten, ohne zu (runde zu gehen, während sie it gespanntan 
 Dampfe von 110 bis 120% bereits nach 15 Minuten abgetödtet waren. 
_ Da demnach der gespannte Dampf jetzt in Koch’s Laboratorium 
‚#0 wirkt, wie erin Naegeli's und Pasteur's Laboratorium immer 
‚gewirkt hat und mehr leistet als strömender Dampf, muss die Bı- 
‚klärung für manche schlechte Leistungen von Apparaten für ge- 
‚spannten Dampf in unrichtiger Anwendungsweise derselben zu suchen 
sein und die physikalische Erklärung des Strömens muss eine andere 
werden, 

Die grösseren Apparate für die Desinfectionspraxis haben uns 
dann durch die Thermatechniker Walz und Windscheidt) auf 
den richtigen Weg gebracht und M. Gruber‘) kam zu denselben 
Ergebnissen. Da Luft ein viel schlechterer Wärmeleiter als Wasser- 
dampf ist, muss aus jedem zur Sterilisation und Desinfeotion dienenden 
Dampfapparate erst alle Luft durch Wasserdampf verdrängt sein; 
‚dass auch die Dicke der Wandungen der eingesetzten Gefässe, ähnlich 
wie Luft, leitungshemmend wirkt, versteht sich von selbst. Das letz- 
tere ist aber ein unvermeidlicher Fehler, während die Hemmung von 
seiten der Luft beseitigt werden kann und muss. Lässt man in einem 
Apparate für gespannten Dampf statt reinen Dampfes ein Gemisch 
von Luft und Dampf, so setzt man seing Leistungsfühigkeit direct 
physikalisch heral,. Man muss also bei diesen Apparaten einige 
Zeit nach dem Anwärmen den Juhalt von Luft und Dampf ausströmen 


?) Berichte der dontschen chemischen Gesellschaft 1884, Bd. 17, 8. 1188. 
%) Zeitschrift für wissenschnftl, Mikroskopie 1887, Ba. 4, 8. 1. 

%) Zeitschrift für Hygiene 1887, III, S. 323, 

4) Die Desinfretionsapparate für Städte und Krankenhäuser 1887, 

9) Centralblatt für Hakteriologie 1888, IIT, 8. 0. 
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über den Flüssigkeiten gebildete Dampf überhitzt werden. Man 
muss deshalb stets Temperatur und Druck ablesen, um über die 
Reinheit des Dampfes sicher zu sein, von der die prampte Leistungs- 
fähigkeit des Apparates abhängt. 

Nach dem vorher (esagten, ist der Digestor, der Dampf- 
kochtopf oder Papin'sche Topf für gespannten Dampf der 
Sterilisationsapparat für alle Substanzen, welche mehr als 100° ©. 
vertragen. Da dies die meisten Substanzen sind, so dürfte er wohl 
schon jetzt als der Sterilisationsapparat der Zukunft zu bezeichnen sein, 
der allmählich in den Laboratorien die Stelle einnehmen muss, 
welche bei uns jetzt oft dem Apparate für strömenden Dampf ein- 
geräumt wird. Bei bescheideneren Mitteln hat man damit zu rech- 
nen, dass der Apparat theuerer ist als der Koch’sche und das 
man in diesem billigen Apparat durch discontinuirliches Kochen in 
längerer Zeit dasselbe Resultat erhalten kann. Auf der anderen 
Seite ist aber die Zeit auch sehr kostbar und viele Substanzen 

Pig 12. leiden bei der kurzen Zeit, welche 
zum sicheren Sterilisiren bei 110 
bis 120% erforderlich ist, weniger, 
als bei den vielen Stunden, welche 
sie im strömenden Dampfe von 
100° verbringen müssen, 

Eine sehr gute Form ist die 
von Heydenreich nach den Er- 
fahrungen aus Naegeli's und 
Pasteur's Laboratorium angege- 
bene, Fig. 12. Die kleineren Appa- 
rate von 30cm Höhe und 20cm 
Breite erfordern zum Anheizen mit 
der genügenden A, Flammen 

e K und L 8 bis 10 
Ä Minuten, die mittl 
45em Höhe und 30em Durchmesser etwa 10 bis 
kleinere Kessel fasst etwa 2 bis 8, der grössere 5 bis 6 Liter Wasser. 
Der eigentliche aus Kupfer gearbeitete Kassel ist umgeben von einer 
Umhällung, H, aus Bisenblech, welche die Wärme der Flammen 
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des Dockols aus dem Apparate antfernt und ausserhalb zeitweilig ge- 
öffnet werden. Um dem zu entgehen, hat Fol!) einen kleineren 
Apparat gewählt, in dem die Nährlösungen direct erhitzt werden. 
Der Apparat, Fig. 18, wird soweit gefüllt, dass das untere Ende des 
‘Thermometer-Tubus th sicher eintaucht. Dann wird der Deckel 
durch die Schraube 5 fest angezogen. Während des Kochens ist die 
Metallröhre t, welche vorher schon für sich sterilisirt war, so weit 
herausgezogen, dass das untere Ande o etwas unterhalb des Deckels, 
etwa heim Buchstaben t, steht; in Folge des Schlusses der Klemme k 


kann durch die Röhre t kein Dampf entweichen. Bei zu starker 
Spannung tritt das Sicherheitsventil sp. in Thätigkeit. Das Ueber- 
füllen der Flüssigkeit B in den Kolben b geschieht ohne Oeflnung 
des Deckels einfach dadurch, dass nach dem Erkalten die Röhre t 
in die Flüssigkeit B heruntergedreht und die Klemme k geöffhet 
wird. Die Flüssigkeit geht dann von o aus durch die Röhre t und 
die Kanüle © in den Kolben b; die einzige besonderer Beachtung 
bedürftige Stelle der Leitung befindet sich im Halse des Kolbens 
bei v, der durch einen besonderen Verschluss geschützt. ist, Ein 


4) Nouvelle methode pour le transvasage de boulllons störllisees. Archives 
des selenees physiques ot naturelles, Genüve, Bil. XE 1884, 8. 597, 





m Gepleıli sich alia Temparsiar von, cu, 88°C. 5 bis 8 Tage 
hintereinander 1 bis 2 Stunden einwirken zu lassen. 

Gegen diese Methode ist besonders von Miquel') der prinzi- 
pielle Einwand erhoben worden, dass es nach seinen‘) und van 
Tieghem’s®) Beobachtungen einige Bakterien giebt, welche schon 
in ihren vegetativen Zellen Temperaturen zwischen 72 und 74° Wider- 
stand leisten, also sicher den Temperaturen von 52 bis 68° wider- 
stehen, und der weitere Einwand, dass eine scheinbare Sterilisirung. 
angezeigt durch Klarbleiben der Lösungen nach 8 Tagen, noch keine 
wirkliche Sterilisirung beweist, weil einzelne Bakterien längere Zeit 
u ihrer Entwickelung gebrauchen als nur $ Tage. Weiter hat 
Globig‘) ermittelt, dass es Bakterien giebt, welche erst über 50" 
wachsen und ich habe beim Sterilisiren von Blutserum der Gruppe 
der Kartoflelbacillen angehörige Bakterien gefunden, welche noch 
nachträglich auskeimten, als ich nach anderweitigen Erfahrungen 
die Sterilisation für vollendet halten durfte, Gegen diesen Fehler 
kann man sich etwas schützen, wenn man nach etwa 5 bis Gtägigem 
diseontinuirlichem Erwärmen eine Pause von 2 bis 3 Tagen eintreten 
lässt, während der man die Kulturen in den Brütofen stellt, und 
wenn ınan daon das discontinuirliche Sterilisiren bei 58" noch an 
2 Tugen wiederholt, 

Man kann dies im Wasserbade und etwas besser durch den von 
Koch angegebenen Apparat, Fig. 14, erreichen. Derselbe besteht 


*) Les organismes vivants de latmosphöre 1983, 8. 183, Annnaine de 
Yobservatolre de Montsouris pour lan 1885, S. 571, 

®) 1. e. und Annunire pour Yan 1881. 

® Bulletin de la Sociöte botanique de Frange 1881. 8. I. 

4) Zeitschrift für Hygiene 1887, Dd. TIL, 8: 294. 
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aus einem Doppel-Cylinder von Kupferblech, der mit Wasser W ge- 
füllt und durch einen Deckel gut verschlossen wird, der gleichfalls 
mit Wasser D gefüllt wird. Der Deckel hat seitlich einen mit dem 
Hohlraum des Deckels eommunieirenden Ansatz A, welcher durch 
die darunterstehende Flamme erhitzt wird, während der Cylinder 
selbst von unten durch eine Gasflamme erwärmt wird. Der Deckel 
„trägt drei Tuben, deren einer zum Füllen des Deckels und zur Auf- 
nahme eines Thermometers d dient, welches die Wärme des Wassers 
im Deckel anzeigt; ein zweiter Tubus I nimmt das Thermometer 
auf, welches in den Luftraum I, des Cylinders führt, und der mittlere 
Tubus nimmt ein Thermo- 

meter w auf, welches in eine Pig. 14. 

mit dem Wassermantel W 

communiejrende central ange- 

Irachte Röhre geht. Die Fül- 

lung des Wassermantels ge- 

schieht durch einen seitlich 


angebrachten 'Dubus. 


Roth!) wendet, um ganz 


sonstante Temperaturen unter 
75°C. zu erhalten und die 
Beanfsichtigung des Appara- 
tes zu erleichtern, statt des 
Wassers die ungespannten 
Dämpfe des constant bei 61 "U. 
siedenden Ohloroforms an, wel- 
‚ches in verschiedener Menge 
mit Benzin gemischt wird; so siedet z. B. Chloroform mit 10 Volum- 
procent Benzin bei 50%. Statt der von Koch gewählten Form hat 
Wiesnegg auf Wunsch von Fol?) ohne irgend welche Aenderung 
des Prinzips die etwas bequemere Einrichtung getroffen. Fig. 15. dass 
der Deckel in Wegfall gekommen ist. Die Oeffnung und Beschickung 
des Apparats geschieht nicht von oben durch einen Deckel, sondern 


#) Deutsche med. Wochenschrift 1885, 5. 185. 
2) La culture des mierobes- La Nature 188% No, 619, 5. 301: 
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von vorn durch eine mi Wasser gefüllte Thüre Th, deren Wasser- 
masse mit dem Ansatze A communieirt, welcher dureh die darunter 
befindliche mit der Thüre verbundene Flamme erwärmt wird, =s 
dass Oeflnen und Schliessen der Thüre deren Temperatur nicht altı- 
rir. Das Thermometer th und der Thermoregulatur g reguliren 
die Temperatur der Thüre, während die Thermometer th! und th* 
und der Thermoregulator g' die Temperatur des übrigen Theiles in 
Ordnung halten. Eine weitere Verbesserung bat Müncke auf 
meinen Vorschlag ausgeführt, 
indem er den Boden nicht 
horizontal hält, sondern nach 
unten und der Mitte ubfallend 
verlaufen lässt; der Inhalt 
des Apparates wird dadurch 
der Wärmequelle mehr ent- 
rückt und der directen Wir- 
kung des am meisten schwan- 
kenden Theiles des Apparates 
ganz entzogen; die Erwärmung 
des Apparätes ist nicht nur 
durch die bessere Form des 
Bodens, sondern auch dadurch 
noch gleichmässiger gemacht, 
dass die Ableitungsröhren für 
die  Verbrennungsgase den 
Wassermantel durchziehen. 
Endlich habe ich an meinen kleinen Thermostaten die Einrichtung 
getroffen, dass er zugleich zum discontinnirlichen Sterilisiren und 
EBirstarren von Serum dient, so dass ein besonderer Apparat zum 
letzteren Zwecke ganz überflüssig wird. Aehnliche Apparate hat 


Fig. 15. 


irkt auf manche 
zersetzend, wie 


Ammoniak zerfallenden Harnstofls hatte ich «s desshalb vortheil- 











on bei p oder event. in folgender Weise ohne 
pn are geschehen. Die zugeschmolzene 
‚Spitze p taucht in sterilisirtes destillirtes Wasser 
‚und wird unter Wasser abgebrochen. Durch Erwär- 
men verdrängt man 40 bis 50 cem Luft aus dem 
‚Ballon. welches durch das beim Erkalten eindringende 
gleiche Wassorvolumen ersetzt wird. Dieses Wasser 
„ bringt man dann zum Kochen, so dass unter Ent- 
weichen des Dampfes aus der Spitze p in etwa 5 
Minuten die grösste Menge Luft aus dem Apparate 
verdrängt und durch Dampf ersetzt ist. Wird dann 
die Spitze p wieder zugeschmolzen, so entsteht beim 
Erkalten in Folge der Condensation der Dämpfe 
eine starke Luftverdünnung im Ballon A, welche 


Gautier‘) bediente sich sehr Ianghalsiger Flaschen von Fayene» 
oder unglasirtem Porzellan, welche unten in einen Conus ansliefen, 
Durch diesen porösen Conıs, das eigentliche Filter, soll die zu 
filtrirende Flüssigkeit von aussen nach innen in die Porzellanflasche 
eintreten. Zur Erzielung der Luftverdännung befindet sich in dem 
Halse dev Flasche. durch einen Mennigekitt befestigt, eine recht- 
winkelig gebogene Glassröhre, deren einer Schenkel bis zum Boden 
des Conus hinabreicht, während das andere äussere Ende conisch 
verjüngt ausläuft und genau im eine entsprechende conische Er- 
weiterung einer zweiten Glusröhre passt. Diese zweite Glasröhre ist 
gleichfalls rechtwinkelig gebogen und das eine Ende, welches später 


%) Sterilisation ü froid des liquides fermenteseibles, Bulletin de la Sociöte 
Chimique 18%, Bd. 42, 8. 148. 
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mit dem rechtwinkelig gebogenen Theile der ersten Glasröhre ver- 
bunden wird, trägt eine eonische Erweiterung, während das andere 
Ende bis auf den Boden eines Glaskolbens mit engem Halse reicht. 
Seitlich trägt dieser Glaskolben einen Ansatz mit einer conischen 
Erweiterung. Die beiden conischen Erweiterungen werden mit 
Watte geschlossen und dann dieser Glasballon mit Ansatz und mit 
der Glasröhre für sich 
stenilisirt. Ebenso wird 
die Porzellanflasche mit 
ihrer Glasröhre für sich 
erhitzt und dann unter 
Entfernung des einen 
Wattepfropfs der Comus 
der ersten Glasröhre in 
die eonische Erweite- 
rung der anderen ein- 
gelügt: In die conische 
Erweiterung des seitli- 
chen Ansatzes des Glas- 
kolbens wird unter Ent- 
fermang des Watte- 
pfropfs eine entspre- 
chend conisch auslau- 
fende Glasröhre ein- 
gefügt, welche mit aus- 
geglühtem Asbest an- 
gefüllt ist. Die Ver- 
bindungen beider coni- 
‚schen Erweiterungen mit 
den entsprechenden conischen Verengerungen werden noch mit Schel- 
lack gedichtet. Durch Aspiration am freien Ende der Asbeströhre 
wird die Luft im ganzen Apparate verdünnt und wenn der Conns 
der Porzellanflasche iv sine Flüssigkeit taucht, durch den entstandenen 
negativen Druck Flüssigkeit in die Porzellanflasche aspirirt, welche 
ganz keimfrei ist. 


Fig. 17, 





und dadurch eine au Enzymen Teichere Lösung zu a 

man nach den Frfahrungen über die Verdanungs-Enzyme 

iere die Bakterienzellen in geeigneter Weise tödten. 

man 2. B. nach W. Kuchne') dadurch erreichen, dass 

man durch Alkoholausatz zur Flüssigkeit in derselben eine Fällung 
hervorruft, den Bodensatz mit absoluten Alkohol eutwässert, darauf 
mit siedendem Aether einige Stunden extrahirt, trocknet und darauf 
mit sterilisirtem kaltem Wasser aufnimmt und nun erst nach 
24 Stunden diese er. die Enzyme enthaltende wässrige Lösung Hiltrirt, 

Will man umgekehrt die Enzyme, welche übrigens noch nicht. 
als chemische Individuen erwiesen sind, vom Filtrat fern halten, 
so muss man den von Flügge erkannten verzögernden Einfluss des 
Filtratmaterials steigern. Die Enzyme müssen wir als Abkömmlinge 
der Eiweisskörper und als Körper von hohem Molekulargewichte und 
in der Regel wenigstens als im Zustande der Colloide oder der Mi- 
cellarlösungen in den Flüssigkeiten befindlich annehmen. Derartige 
Körper werden aber besonders gut dureh Kohle aus Lösungen ab- 
sorbirt, wie Ad. Mayer?) zeigte. Wenn wir also den Hohlraum 
des Filters, Fig. 17 (3H), mit gepulverter Kohle ausfüllen und auf 
diese Weise die Flüssigkeiten Kohle und Porzellanschieht passiren 
lassen, werden solche Filter höchst wahrscheinlich, mindestens in 
der gewöhnlichen Zeit, nur die in wirklicher Lösung befindlichen 
Körper passiren lassen, dagegen Körper von hohem Molekulargewichte, 
wie Farben, Ptomaine und Enzyme, absorbiren und ausserdem Bak- 
terien als eorpuseuläre Elemente abfiltriren. 

Viele auf diese Weise keimfrei gewordenen Filtrate haben keine 
tiefgreifenden Alterationen erfahren, aber manche derselben bleiben 
beim Filtriren nicht unverändert, weil die Filter nicht alle Stoffe 
gleich gut passiren lassen. Um auch diese Zweifel zu zerstreuen, 
muss man versuchen, die Lösungen ganz unzersetzt, steril zu 
entnehmen durch Anwendung subtilster Reinlichkeit. 


4) Untersuchungen des physiologischen Instituts der Universität Heidelberg 
1877, Bd. I. Heft 3. 
?) Lehrbuch der Agrikulturchemie 1836, 3. Aufl,, II, 8. 87. 
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geprüft wird, einem frisch getödteten Thiere entnommen werden, 
so können folgende Angaben als Anhalt für das Handeln dienen. 

„Alle vorbereitenden Schnitte, welche die Impfsubstanz selbst 
nicht berühren, sind nach Koch!) mit heissen Instrumenten auszu- 
führen, die Impfmasse aber mit abgekühlter Scheere und Pinzette 
herauszuschneiden* resp. mit abgekühlter Platinöse zu entnehmen. 
„Stets hat man mit geglühten Instrumenten zu operiren, welche 
jedesmal, wenn eine neue Schicht bloszulegen ist, gewechselt worden. 
Der stete Wechsel der Instramente ist nothwendig, damit Verun- 
reinigungen, welche sich beim Durchschneiden der Haut und der 
‚oberflächlichen Schiehten den Instrumenten anhängen, nicht in die 
‚Kulturen verschleppt werden.“ 

Mit Rücksicht auf diese Ermittelungen gestaltet sich das Vor- 
gehen derart, dass nach Aufspannen oder Aufnageln des Thieres auf 
ein Secirbreit, das Fell. soweit der Schnitt ausgeführt werden soll, 
in gehöriger Ausdehmung mit 1 p. M. Sublimatlösung gründlich an- 
‚gefeuchtet wird, um beim Anfassen und Einschneiden ein Verstäuben 
von Schmutz, Haaren etc. möglichst zu vermeiden; Mäuse befestigt 
man auf ein kleines Brett, indem man durch die angespannten Füsse 
Nadeln sticht und event. noch mit einer 5. Nadel durch das Maul 
den Kopf fixirt. Bisweilen ist es gut, die Haare oder Federn auf 
eine grössere Strecke möglichst zu entfernen und dann erst die blos- 
gelegte Strecke mit Bürste und Seife und darauf mit Sublimatlösung 
zu reinigen. Eine Anzahl Messer, Scheeren, Pinzetten werden vorher 
in den Flammen ausgeglüht oder bei 150° sterilisiet und unter einer 
Glocke, gegen Berührung und Staub geschätzt, nieder gelegt. Die 
gebrauchten Instrumente werden sofort in Karbolsäure oder Kresol- 
lösungen gelegt, und nach dem Versuche sorgfültig gereinigt, ge- 
trocknet und event. noch durch die Flamme gezogen. Dann wird 
die Haut in entsprechender Ausdehnung, bei grösseren Thieren mit 
noch heissem Skalpell, bei kleineren mit heisser Pinzette und Scheere 
durchschnitten und auf beiden Seiten so weit zurückgelegt, um frei 
weiter operiren zu können. 


%) Mittheilungen Bd. II, 1884, 8. 50. 
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menten geöffnet. Darauf fasst man die Herzspitee mit abgekühlter 
Pinzette und öffnet mit abgekühltem Skalpell eine Herzhöhle, aus 
der man mit abgekühlter Platinöse oder Capillarröhre das zu Aber- 


tragende Blut entnimmt. 


Will man bei kleinen Thieren Blut während des Lebens 
direct den Gefässen entnehmen, ohne dass mit dem Blute Luft zu- 


treten konnte, so verfährt man nach Salomon- 
sen vortheilbaft in der Art, Abbildung I, Fig. 18, 
dass man das usgexogenene, zugeschmolzene 
Ende einer sterilisirten Glasröhre, welche man 
unmittelbar vor dem Gebrauche noch einmal 
durch die Flamme zieht, iu das unter antisep- 
tischen Kautelen blosgelegte und geöffnete Ge- 
fäss einbringt und, nachdem erst etwas Blut neben 
der Röhre ausgeflossen ist, bei b auf die Röhre 
festbindet. Dann zerbricht man bei f das aus- 
gezogene Ende innerhalb des Gefüsses und füllt 
durch Saugen oder Aspiriren mit einer Gummi- 
kuppe [ef. Abschnitt über das Infieiren, Fig. 29 
(2)] am entgegen gesetzten Ende, welches durch 
sterilisirte Watte oder Asbest geschlossen ist, 
die Röhre mit Blut. Darauf legt man die Li- 
gaturen a, e und d, schneidet zwischen a und b, 
und zwischen e und d durch und schmilzt an 
der Flamme unterhalb b zu. An dieser Seite 
konnte zu keiner Zeit des Füllens Luft zutreten, 
und au der anderen Seite kann nur filtrirte Luft 
zutreten. Die Röhrchen kommen dann in Ther- 
mostate bei Bluttemperatur. 

Bei grösseren Thieren (Pferde, Rinder, Ochsen, 
Kälber, Schafe) verführt man nach Nocard und 


Fig. 18, 


Roux°) am besten derart, dass man die v. jugularis durch Druck 
zum Schwellen bringt. Ueber der bestimmten Stelle entfernt man 
die Haare, brennt die Haut wit roth glühendem Eisen, sticht durch 


1) Annales de Institut Pasteur 1887, I, 5. 20, 





den Schorf mit sterilisirtem Trocart die Vene an und führt durch 
‚diese Oeffaung die vorher noch einmal durch die Flamme gezogene 
Glastöhre in die Vene ein und füllt das Gefäss durch Saugen mit 
Blut an, 

Wenn Blut bei Menschen intra vitam entnommen werden 
soll, so kann man bei Gelegenheit eines Aderlasses Tropfen Blut 
aus einer Hautvene mit Platinöse entnehmen. Am einfachsten ist 
es, eine Hautstelle von den Haaren zu befreien, die Stelle mit Bürste 
und Seife zu reinigen, dann mit 1 p. M. Sublimatläsung abzuwaschen, 
mit Alkohol und endlich mit Aether die letzten Spuren Sublimat 
zu entfernen, Dann sticht man mit sterilisirter Nadel ein oder 
macht mit sterilisirtem Messer einen leichten Schnitt, nimmt die 
ersten vorquellenden Tropfen mit Platinnadel weg und braucht die 
später vorquellenden Tropfen zum Impfen. 

‚Um etwas mehr Blut zu erhalten, kann man nach Scheuerlen‘) 
die Salomonsen’schen Röhren derart benützen, dass man ca. Tmm 
weite, nicht zu dünnwandige Röhrchen von 15 bis 20 cm Länge an 
einem Ende spitz auszieht und zuschmilzt, während das andere, 
unterhalb der Stelle, bis zu welcher der Wattepfropf reicht, etwas 
ausgezogen wird, Unmittelbar vor der Blutentnahme wird das zu- 
geschmolzene Ende mit geglühter Scheere abgeschnitten und dann 
wird sofort die Spitze durch die vorher gründlich gereinigte und desin- 
fieirte Hand unter leicht bohrender Bewegung in eine oberflächliche 
Vene eingeführt. Das Röhrchen wird dabei der Körperoberfläche 
möglichst parallel und dem vendsen Blutlauf entgegengesetzt ge- 
halten. Das Röhrchen füllt sich meist schnell ohne Saugen. Zum 
Saugen ist in diesen Fällen eine Gummikappe nach Th. Smith‘) 
zu empfehlen, weil sie nach dem Füllen das Reguliren der Blut- 
menge derart gestattet, dass man das Ende des Röhrchens besser 
wieder schliessen kann; nach dem Füllen kann ausserdem das 
Röhrchen an der oberen Verengerung abgeschmelzen werden, so das 
man nach. Wunsch Luft zutreten lassen oder ausschliessen kann. 
Zum Binstich empfehlen sich Venen des Handrückens nach mässiger 


3) Comtralblatt 1. Bakterlologie 1890, VIEL, No, 9. 
*) Ibid. 1891, IX, No. 2 und First Annual report of the Bureau of Animal 
Industry 188, 8. 40, 
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Abschnürung der herabhängenden Gliedmaasse, oft genügt sogar 
centrale Venencompression oder das Herabhängen des Gliedes; umr 
bei Frauen mnss man stets abschnüren. 

Zahn‘) nahm statt solcher Glasröhren nach Salomonsen 
Pipetten von 50 bis 300 com Inhalt, deren einzuführendes Ende spitz 
ausgezogen und deren anderes Ende vorläufig an einer Stelle verjüngt 
wurde, Dann wurde der Ballon der Pipette auf dem Wasserbade 
oder in der freien Flamme stark erhitzt, während des Erhitzens viel- 
fach die Luft noch ausserdem durch Sauerstoff, Kollensäure oder 
Wasserstoff verdrängt, und während des Erhitzens und Durchleitens 
der Gase sowohl das ausgezogene Ende als die verjüngte Stelle zu- 
geschmolzen. Das Sterilisiren geschah durch hohe Temperatur. Da 
die Taf in der Pipette durch das Erhitzen verdünnt war, erfolgte 
nach Abbrechen der Spitze im Gefässe die Füllung in Folge des im 
Inneren herrschenden negativen Druckes. Beim nachherigen Zu- 
schmelzen können, nach Zahn, sich bisweilen feine Risse einstellen, 
worauf man sorgfältig zu achten hat. Ich überziehe diese Stellen 
unmittelbar nach dem Abschmelzen sofort mit einer Kuppe von 
Siegellack, 

Auch die von Chumberland eingeführten Kölbehen kann man 
zur Entnahme von Blut aus einer blosgelegten Arterie oder Vene 
oder aus dem Herzen benutzen, wenn das- 
selbe keine Zersetzung erfahren soll. Diese Fi:.18; 
Kölbchen A, Fig. 10 (4), 8. 204, haben 
einen Hals a, der mit Wattepfropf versehen 
ist, und die spitz ausgezogene Capillare b. 
Dieselben werden durch Hitze sterilisirt und 
das Ende der Capillare kurz vor dem Ge- 
brauche durch Abbrechen oder Abschneiden 
geöffnet und noch einmal in der Flamme 
erhitzt und dann schnell in das Gefäss 
oder das Herz eingeführt; durch Saugen am 
Halse a kann man das Fällen beschleunigen; nach dem Fällen wird 


4) Untersuchungen über das Vorkommen von Fäulnisskeimen im Blut ge- 
sunder Thiere. Arch f. pathol. Anatomie 18%, Bd CXXXXV, 5 401. 





erhrseerrergeg ee 

eser Kolben stellt Fig. 19 dar, für welche sonst dasselbe gilt, wie 

für die Figur 10. K ist der Kolben, h das mit Wattepftopf w. ver- 

nee bestimmte Ende und a das zum Einführen 
in das Herz oder Gefäss dienende capillar ausgezogene Röhrchen, 


Stammt das Blut von gesunden Thieren, so trennt sich der 
Blutkuchen von dem Blutserum; auf dem letzteren bildet sich bis- 
weilen ein feines Häutchen aus feinsten Fetttröpfchen und veränderten 
Blutplättchen. Die zelligen Elemente verfallen allmählich einer 
regressiven Metamorphose, die Granulationen treten aus, aber das 
sind keine Kokken! Wirkliche Bakterien treten nicht auf und die 
im Blute nach Salomonsen sich so charakteristisch entwickelnden 
Fäulnissflecke bleiben aus und doch sind derartige Blat-Granula s0- 
wohl direet als Bakterien aufgefasst, als auch als Bakterien durch 
_  Anamorphose des Protoplasma erklärt worden. 


Zur Eutnahme von Milch bedarf es ebenfalls grösster Reinlich- 
keit; man muss die Milchdrüsen änsserlich desinfieiren, dann steri- 


lisirte Glasröhrchen in den Ausführungsgang der Drüse einführen und, 
nachdem etwas Milch unbenutzt vorbeigeflossen ist, die Milch direet 
in die sterilisirten Gefässe durch leichten Druck auf die Drüse ein- 
füllen. 


Frische Eier werden nach meinen Beobachtungen !) am besten 
sorgfältig gereinigt, dann wird die Schale mit Sublimatlösung steri- 
lisirt, darauf mit sterilisirtem Wasser abgespält und dann werden 
die Bier mit steriler Watte abgetrocknet. In diesem Zustande 
können die ganzen Eier verwendet werden. Will man, den Inhalt 
ganz, oder Eigelb und Eiweiss gesondert prüfen oder zu Kultur- 
zwecken verwenden, s0 wird die Schale mit geglühtem Messer auf- 
geschlagen und der Inhalt sorgfältig in sterilisirte Gefässe übertragen. 
Nach Gayon sollen allerdings alle Eier Keime enthalten. Nach 
meinen Beobachtungen ist dies nicht ganz zutreffend und das sterile, 
nicht gekochte Ei ist für viele Mikroorganismen ein ausgezeichneter 


#) Contralblatt für Bakteriologie 1588, Bd. IV, Nu, 3. 





Wärmeverluste schützt und für manche Fälle, z. B. beim Arbeiten 
mit grossen Kolben, ist dieses primitive Verfahren, wenn man den 
Kolben mit doppelt durehbohrtem Gummipfropf versieht, der in der 
einen Durchbohrung das Thermometer, in der anderen den Thermo- 
regulator aufnimmt, auch sehr genau. Im Allgemeinen ist man aber 
genöthigt, sich mit einem zur Aufnahme von mehreren Gegenständen 
geeigneten Thermostaten zu versehen. 


Eine einfache Form, welche jeder Klempner herstellen kann, 
stellt Fig. 20 dar. Dieser Apparat ist aus Eisenblech angefertigt und 
hat eine doppelte Wandung zur Aufnahme von Wasser; zum Schutze 
gegen Wärmeyerlust dient eine Umkleidung von Filz oder Asbest 
oder man giebt dem Kasten noch eine dritte Wandung und füllt 

diegen zweiten Zwischenraum mit einer 

Fig. 20. Schicht von Kisselguhr. Die Dimen- 

r sionen richten sich nach dem Bedarf; 

die Form, viereckig oder cylindrisch, 

ist ziemlich gleichgültig; statt des 

Deckels kann zum Einbringen der Gegen- 

stände auch eine vordere Thäre vor- 

handensein. Bei den viereckigen ist 

eine innere Höhe und Breite von 

25 cem zu einer Länge von 50—75 cem 

meist ausreichend. Zur Regulirung der 

Temperatur dienen Thermometer t und 'Thermoregulatoren r. Gut 

ist es, einen Gasdruckregulator zwischen die Hauptleitung und den 

Brütofen einzuschalten. Die Erwärmung geschieht in der 8, 200 
angegebenen Weise durch Petroleumlampen oder Gas. 


Für genaue Bestimmungen ist der Thermostat nach d'Ar- 
sonval, Fig. 21, sehr beliebt, Derselbe besteht aus einem doppel- 
wandigen Cylinder von starkem Kupferblech, welcher unten in der 
doppelwandigen conischen Heizfläche endigt. Der geneigte Abschluss 
des Cylinders von M* nach M gestattet die Beseitigung aller Luft 

und vollständige Füllung des ganzen Mantels W mit Wasser. Man 
füllt den Mantel mit destillirtem oder Regenwasser von einer der 
gewünschten annähernd gleichen Temperatur vollständig bis M!, sotzt 
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dann die Steigröhre $ auf, in der das Wasser eine bestimmte Höhe 
einnimmt. Das durch einen Druckregulator von dem Druck in der 
übrigen Leitung unabhängige Gas strömt bei a ein, tritt durch die 
Oeffnung a! in die kleine Kammer h, von hier bei b wieder aus 
und gelangt von b durch eine Rohrverbindung nach e und dann zu 
den Flammen d. Diese werden durch einen Mantel von Marienglas 
gegen Zug geschützt und können als Stichflammen wicht zurück- 
schlagen. Zwischen dem Raume h und dem Wassermantel W ist 
ein Schlösing'scher Membran-Regnlator m—m eingespannt. Bei 
Temperaturschwankungen des im Wasser- EN 

mantel W sich befindenden Wassers nacht : 
sich die Zusammenziehung oder Aus- 
dehnung der grossen Wassermenge in 
der engen Steigröhre durch relativ star- 
kes Fallen oder Steigen bemerkbar. Da- 
durch ändert sich aber der auf dem 
“Wasser lastende Druck relativ stark und 
die Kautschukmembran m—m wird ent- 
sprechend bald mehr nach dem Wasser 
vorgebaucht, bald der Ausströmungs- 
Üfnung des Gases a? fester aufgedrückt. 
Es strömt dementsprechend bald mehr 
Gas durch a' in den Raum h ein, bald 
weniger, und in Folge dessen brennen 
die Flammen bald stärker resp. schwä- 
cher, bis die Temperatur wieder erreicht ist, auf welche der Ap- 
parat eingestellt war. Die Regulirung ist auf Zehntel eines 
Grades innerhalb mehrerer Wochen genau, wenn der Stand des 
Wassers in der Steigröhre täglich controllirt und durch Nachfüllen 
einiger Tropfen destillirten Wassers oder Wegnahme einiger Tropfen 
regulirt wird, weun der Gasdruck durch Einsebalten eines Gasdruck- 
regulators vom Gasdruck der Hausleitung unabhängig ist und wenn 
der Raum, in dem der Apparat steht, eine ziemlich gleichmässige 
Temperatur besitzt. Zur Vermeidung unnöthigen Wärmererlustes 
ist es nöthig, den Apparat noch mit einem Filz- oder Asbestmantel 
zu umgeben. 
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Einen etwas anderen Membran-Regulator verwendet Desaga- 

"Heidelberg, der ebenfalls recht gut ist. 
Rohrbeck?) gieht dem Apparate eine ovale Form, Fig. 22, 
um todte Ecken zu vermeiden. Derselbe ist mit Ventilation, V, 
und V,, versehen und mit Thermometern Th, für den Wassermantel 
W und Th, für den Innenraum J und ausserdem mit Manometer 
ausgestattet. Zur Wärmeregulation dient 
ein Thermoregulator mit Dampftension 
R. Der Raum K kaun mit dem eigent- 
lichen Arbeitsraume J in Verbindung ge- 
setzt werden und eine eingesetzte Schale 
mit Wasser kann für Feuchtigkeit der 
Kammern sorgen, wenn dies gewünscht 

wird, 

Ich ®) hatte, um einen sehr genauen 
und doch relativ billigen Thermostaten 
zu erzielen, die erwärmte Luft mit zur 
Erwärmung der Flüssigkeit verwendet. 
Da dieses Prinzip sich gut bewährt hatte, 
ging Muencke auf meinen Wunsch 
dazu über, das Prinzip unter Verein- 
fachung des ganzen Apparates in einem 
neuen Thermostaten einzuführen, der 
gleichzeitig mit dem Rohrbeck schen 
Apparate herauskum; Fig. 23. Die 
Flüssigkeit wird nicht direct von der 
Flamme erhitzt, sondern allseitig von 
der erwärmten Luft des unteren Raumes 

K und des seitlichen und oberen Raumes al erwärmt. Dieser 
warme Luftmantel kann durch eine Firstventilation V, leicht re- 
gulirt werden, Die Ventilation des Innenraumes erfolgt durch 
Y, und V,. Der Innenraum J selbst ist auch innen ‚durch eine iso- 
1) Centralblatt für Bakteriologie 1887, II, No. 3. 
2) Dei med. Wochenschrift 1886, No. 17; Centralblatt für Bakterio- 
logie 1887, 
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Dann Yirdleunhe durch Gaze, event. mit ‚einer en 
Fleischpresse, gepresst und die Flüssigkeit durch Zusatz 
von destillirtem Wasser wieder auf 1 Liter gebracht. Zu 

Inte „die diesem trüben Fleischwasser fügt man 10gr trockenes Pep- 
ix "ton und Sgr Kochsalz und kocht auf, neutralisirt. die heisse 
Lösung mit Natriumearbonat- oder Natriumphosphatlösung 

und kocht dann I bis 2 Stunden im Papin’schen Topfe 

\. oder Dampfsterilisirungs-Cylinder, Nach dem Erkalten filtrirt 
man durch eins doppelte Lago von Filtrirpapier und sterilisirt 
die durch destillirtes Wasser auf 1 Liter gebrachte Flässig- 
keit durch strömende Dämpfe in zwei Stunden, was ev, 
‚später noch einmal zu wiederholen ist, oder noch besser und 
schneller eine halbe Stunde in gespannten Dämpfen von 
120°. Sollte noch ein feiner Niederschlag entstehen, 0 
kann man am folgenden oder zweiten Tage noch einmal 
filtriren und durch Dampf sterilisiren. 

Für Hefen und Pilze muss man die Bonillon sauer lassen, im 
Vebrigen aber ebenso behandeln wie die neutrale und alkalische. 
Am meisten empfiehlt sich aber für diese Zwecke die schwach sauere 
Bierwürze, welche ohne neutralisirt zu werden, aufgekocht, filtrirt 
und dann durch Dampf sterilisirt wird. Weniger allgemein brauch- 
bar, aber für Hefen oft recht zu empfehlen, ist auch der pasteurisirte 
d. h. durch relativ niedrige Temperaturen sterilisirte schwach sauere 
Trauben-Most, den man in manchen Weingsgenden im Grossen 
herstellt. - 

Von grosser Wichtigkeit ist noch die Milch, Dieselbe muss 
in Gläsern von böhmischem Glase oder in gründlich gewässertem 
weichem Glase aufgenommen werden, Zum sicheren Sterilisiren muss 
man gespannten Dampf von 120° 10 bis 15 Minuten einwirken 


4) Mittheilungen aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte, 1981, Bd, I, 
8. 169. 
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lassen. Bei strömendem Dampfe ist selbst hei Reagirgläsern Pe 
Jestens eine Stonde erforderlich und, um ganz sicher zu gehen, wird 
meistens ein discontinuirliches Kochen erforderlich derart, dass man 
die Milch am ersten Tage eine Stunde und am 2. und 3, Tage je 
20 bis 30 Minuten den strömenden Dämpfen von 100° uussetzt. 

Petruschky!) empfiehlt auch die Molke, welche derart ge- 
wonnen wird, dass frische Milch nach gelinder Erwärmung mit 
stark verdünnter Salzsäure versetzt wird. Das abgeschiedene Casein 
wird abfiltrirt, das Filtrat genau neutralisirt, dann 1 bis 2 Stunden 
gekocht und nochmals filtrirt, 

Herstellung der Nährgelatine. Man setzt nach Koch?) 
zu einer der bewährten Nährlösungen,. Decocte oder Infuse reinste, 
kleingeschnittene Gelatine, und zwar für die meisten Fälle eirea 
10°/, Gelatine. ‚Diese Gelatine lässt man eine halbe bis einige Stun- 
den quellen, löst sie dann unter mässigem Erwärmen vollständig auf. 
Da die Gelatine sauer reagirt, die meisten Bakterien aber neutrale 
‚oder schwach alkalische Reaction. erfordern, wird die warme Gela- 
tinelösung mit Natriumearbonat neutralisirt, oder für viele Fälle 
noch besser überneutralisirt bis zur ganz schwachen Bläuung von 
rothem Lackmuspapier. 

Die neutralisirte Gelatinelösung wird dann zur völligen Aus- 
scheidung der Neutralisationspräeipitate und aller durch Hitze coa- 
gulirbaren Substanzen ungefähr eine Stunde auf dem Wasserbade 
‚gekocht und darauf heiss durch ein augefeuchtetes Faltenfilter fltrirt. 
Das Filtrat muss nach erneutem Aufkochen in der Kälte klar ohne 
jede Trübung erstarren; eine vorübergehende Trübung beim Auf- 
kochen durch Pliosphate, welche in der Kälte wieder schwindet, hat 
nichts zu sagen. 

Es giebt selbstrerständlich keine Nährgelatine, welche allen 
Bakterien gleich gute Existenzbedingungen bietet. Aber es bleibt 
wünschenswerth gelatinirte Lösungen zu besitzen, welche möglichst 
universell verwerthbar sind, so duss sie möglichst vielen Bakterien- 


4) Centralblatt f. Bakterielogie 1880, VI, No. 24. 
%) Mittheilungen aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte 1881, Ba. I, 
82, 
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arten wenigstens so günstige Bedingungen bieten, dass 
sich die Keime bis zu erkennbaren und treunbaren 
Kolonien entwiekeln können. Dies leisten die 8.243 angege- 
benen Lösungen, vor Allen die von Löffler angegebene Fleischbrähe. 
Man fügt zu einem Liter ausgepressten Fleischsaft 10gr trocknes 
Pepton, 5gr Kochsalz und 100 gr reinste Gelatine, löst die Gelatine, 
durch Erwärmen im Wasserbade, neutralisirt die warme Lösung mit 
kohlensauerem oder phosphorsaurem Natron, kocht 1 bis 2 Stunden 
lang auf dem Wasserbade und filtrirt heiss. 


Man bedient sich zum Filtriren eines Heisswassertrichtens?”. 

Fig. 24 (T}, bei dem die zwischen dem Glastrichter und dem äusseren 
Kupfermantel befindliche Wasserschicht durch 

a. 20 eine Flamme warm gehalten wird, welche 
unter dem seitlichen, mit dem Wassermantel 
in Verbindung stehenden Ansatze a angebracht 
wird. Gewöhnlich filtrirt man durch ein 
glattes oder Faltenfilter aus Filtrirpapier. 
Weniger bequem gelingt es ohne diesen Heiss- 
wassertrichter, wenn man successive kleine, 
heisse Portionen filtirt, wobei man vortheil- 
haft durch eine kleine Flamme den gewöhn- 
lichen Glastrichter von Zeit zu Zeit vor- 
sichtig anwärımt. Jacobi") hat zur Beschleu- 
nigung des Filtrirens vorgeschlagen, eine 
‚grosse Titrirröhre von 1,5 Liter Kauminhalt, 
von ea. Tem Länge und 6em Durchmesser über der unteren Aus- 
Hussöffnung mit einer 5em hohen Schicht von entölter Watte füst 
zu verstopfen. In diese Röhre wird die verflüssigte heisse Gelatine 
auf das Wattefilter aufgegossen. Darauf wird die Röhre am 
anderen Ende mit einem fest schliessenden und gut zu befestigenden 
Gummipfropf verschlossen, welcher in einer Durchbohrung ein Glas- 
rohr trägt. Dieses Glasrohr wird dann mit einem Gebläse ver- 
bunden und nun durch Compression der Luft in der Röhre über der 


1) Centralblatt für Bakteriologie 1898, Bd. IL, No. 17. 
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‚erst: die (aun besten sogar vorher. bereits: verlüssigte) Gelatine: mit 
‚dem. Blecheylinder einsetzt. Die Zeit des Anwärmens von 100° auf 
120° wird dadurch so stark abgekürzt, dass man hei geringen Mengen 
‚Gelatine in jedem Kölbchen oder Reagirglase dieselben 10 bis 15 
Minuten der Temperatur von 120° a 
barkeit aufzuheben oder wesentlich zu vermindern. 

Für solche Fermentorganismen, welche einen saueren Nährboden 
erfordern, wie Hefen und Pilze, ist die Würzgelatine als die 
universellste zu bezeichnen. Bierwürze wird mit 10%, Gelatine ver- 
setzt, die letztere durch Erwärmen verflüssigt und das ganze einige 
Zeit gekocht Darauf wird ohne zu nentralsiren filtrirt. Die Aci- 
dität, welche auf diese Weise resultirt, ist etwas grösser als die 
der Würze vor dem Gelatine-Zusatz; doch habe ich niemals davon 
eine Unzuträglichkeit bemerkt. Wünscht man genau denselben 
Sänregebalt zu erhalten, dann muss man den Säure-Üeberschuss 
der Gelatine durch Natriumphosphat neutralisiren und mit sehr 
empfindlicbem Reagenzpapier oder ganz genau titrimetrisch ein- 
stellen. 

Milch hatte sich mir bereits früher in Form einer Milch- 
serumgelatine bewährt, doch waren die Vortheile nicht gross 
genug, um diese relativ schwierige Herstellung allgemeiner em- 
pfehlen zu können, da alle von mir damals untersuchten Organismen 
auf der viel bequemer herzustellenden gewöhnlichen neutralen Fleisch- 
wasser-Peptongelatine eben so gut wuchsen. Neuerdings hat van 
Puteren!) wieder die von mir schon 1863 verwendete Art em- 
pfohlen, indem er das Kasein mit Lab füllt und die Molke mit 
10°/, Gelatine und dem Eiweiss von 2 Hühnereiern auf 1 Liter 
Milch versetzt, nach dem Lösen und Aufkochen filtrirt. Von Frl. 
Raskin‘) wurde Milch in drei verschiedenen Formen zur Gelatine 
verwendet. Auch in diesem Falle scheinen diese Medien keine 
deutliche Ueberlegenheit über die gewöhnliche Gelatine bewährt zu 
haben, 1) Milchserum-Gelatine mit Ersatz des anszuscheidenden 


?) Referat von Ettlinger ir im Centralblatt f. Bakteriologie 1889 V, No. 5, 
2 Wratsch 1897, No. 40. Reforat von SEE in: Zeitschrift für 
wiszenschaftliche Mikroskopie 1887, Bd, ıv, 
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‚dann ‘ganz klar. Man kann die heisse Agarlösung auch nach 
‚Jaeobil,e, durch Druck etwas schneller filtriren. A- Fraenkel)). 
Guillebeau und von Preudenreich®) lassen die heisse Agar- 
8 ‚durch längeres Verweilen bei einer Temperatur über 42° im 
sich durch Sedimentirung klären und. giessen oder 
pipettiren dann einfach nur die geklärten Mengen ab; auf diese 

Weise umgeht man das oft unbequeme Filtriren ganz. 

Das Einfüllen der klaren Agar-Agarlösung in die Reagirgläser 
‚geschieht wie bei. der Gelatine, das Sterilisiren erfolgt 2 bis 8 Stunden 
‚durch strömende oder eine halbe Stunde durch gespannte Dämpfe 
in einer Sitzung, da die Fähigkeit des Erstarrens der Agarlösungen 
durch. längeres Einwirken einer Temperatur von 100° bis 1209 nicht 
beeinträchtigt wird. 

H. Buchner bewirkt die Lösung des Agar-Agar zusammen 
mit der Präparation der Fleischbrühe, setzt die gewünschte Menge 
‚Pepton, Kochsalz ebenfalls sofort hinzu und kocht alles zusammen 
im Digestor, Nach Abkühlen auf 100% wird die heisse Lösung 
nentralisirt, noch einmal aufgekocht, filtrirt, in trockene Gläser ab- 
golallt, welche mit nieht sterilisirter Watte verschlossen sind, und 
sofort bei 120% endgültig sterilisirt. Auf diese Weise hat man in 
einigen Stunden die Agar-Agarlösung gebrauchsfertig. Ebenso ver- 
fahren v. Freudenreich und Bujwid?) 

Die I bis 2%/, Agarlösungen verflüssigen sich bei Tempera- 
turen, welche wenig über der Bluttenıperatur liegen, sehr langsam. 
Man kocht desshalb das fest gewordene Agar-Agar zum Verflüssigen 
auf und lässt es bis auf die gewünschte Temperatur abkühlen ; das 
Festwerden beginnt dann bei ca. 40°, 

Durch Combination von Gelatine mit Agar kann man Lösungen 
erhalten, welche zwischen 25° und 40°, den Erstarrungstemperaturen 
der 10°), Gelatine und des 2°, Agar-Agar, liegen. Agar hat die 
unangenehme Eigenschaft, dass es beim Erstarren Wasser auspresst. 
Disaes austretende Wasser hindert oft ein festes Haften des Agar 


er Zeitschrift für klin. Medichn, 1890. Bd. 10, 

%) Archives des Sciences physiqnes ot naturelles de Gentve; 1896. 8. 466; 
Centrnlblatt für Bakteriologie 1888, III, No. %5. 

3) Contralblatt für Bakteriologie 1888, III, No- 3. 








die in und auf ihnen sich zeigenden Wachsthumseigenthümlichkeiten 
dazu dienen, die Artbestimmung zu ermöglichen. In der Regel ge- 
schieht das Wachsthum ohne aufallende Farbbildungen, Setzt man 
aber an sich ungefärbte Körper zu, welche durch Oxydation oder 
Reduction, durch Säure- oder Alkalibildung in gefärbte 
Verbindungen übergeführt werden, so müssen manche Eigenschaften 
sich‘ deutlicher bemerkbar machen. Dasselbe muss der Fall sein, 
wenn man gefärbte Körper hinzufügt, welche entweder eine Aenderung 
der Farbe erfahren oder farblos werden können. Wir erhalten so 
verschiedene Gruppen von Zusätzen, welche uns wirkliche 'Ergän- 
zungen liefern. 

I. A. Poshl®) fügte 0,05°], Ferrichlorid und rothes Blutlaugen- 
salz hin und erwartete durch Reduction die Bildung von 
Berliner Blau, Ferroeyankalium (gelbes Blutlaugensalz) liefert 
mit Ferrisalzen Berliner Blau; Ferrieyankalium (rothes Blut- 
laugensalz) liefert mit: Ferrosaleen Turnbull’s Blau. Aber 
Ferroeyankalium liefert mit Ferrosalzen und Ferrieyankalium 
mit Perrisalzen keinen derartig gefürbten blauen Körper. Gicht 
man also Ferrieyaukalium plus Ferrisalz zu einer 
Lösung, so entsteht keine characteristische Farbe, wird aber 
das Ferrieyankalium zu Ferrocyankalium redueirt, so bildet 
sich in Folge der Anwesenheit des Ferrisalzes sofort Berliner 
Blau. Dies geschieht aber nur in sauerer Lösung. Man muss 
also entweder schwach sauere Lösungen verwenden oder, da 
die ‚meisten Bakterien neutrale oder schwache alkalische Lö- 
sungen zum Wachsthum erfordern, nach erfolgtem Wachsthum 
mit Salzeäure ansäuern. Dass dieser Gedankengang von Poechl 
berechtigt ist, habe ich bei Verwendung von derartig behan- 
delter Bouillon gesehen. Soweit Poehl mit Gelatine gearbeitet 
hat, sind seine Angaben jedoch nicht ganz einwandsfrei, weil 
die Gelatine als autoxydabler Körper selbst schon diese Re- 
Auction ausführt. Da dies aber immerhin einige Zeit dauert, 
kann man den Versuch doch auch mit Gelatine machen, unter 
Beachtung eines von Spina I. c, richtig gewürdigten Umstandes, 


9) Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft 1850. BA, 19. 8. 1150, 
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zit anderen ‚Farben corrigirt werden, x. B. roth durch grün und 
violett, grün durch roth und violett, violett und blau durch Chrysoidin, 

so dass ein Indifferentes schwarz, oder bei Verdünnung grau ent- 
steht, "Durch Bakterienwachsthum entstanden einige Mal Farben, 
welche in der ursprünglichen Mischung nicht vorhanden waren und 
dadurch vielleicht differentialdiagnostisch verwerthbar werden können, 
Ausser den genannten ist in den letzten Juhren eine andere Ver- 
wendungsweise gefürbter Lösungen viel geprüft worden. Von einigen 
früheren Versuchen abgeschen, cfr. S. 75, hatten die Untersuchungen 
von Ehrlich!) ergeben, dass bestimmte Zellelemente intra vitam 
Methylenblau aufnahmen und dies führte zu weiteren Versuchen, 
welche ergaben, dass auch andere Zellen und einzellige Organismen 
Farben bereits im lebendem Zustande aufnehmen können. Cornil 
und Babes?) hatten schon 1885 in der ersten Auflage des citirten 
Werkes angegeben, dass, wenn man zu lebenden Bakterien spuren- 
weise Methylviolett oder Fuchsin zusetzt, die Bakterien sich damit 
intensiver fürben als die umgebende Flüssigkeit. Die Bakterien 
büssten dabei ihre Beweglichkeit mehr oder weniger ein und konnten 
in Folge dessen und in Folge ihrer Färbung gut beobachtet werden, 
Bei der Aufnahme von Phloxinroth durch die lebenden Typhusbakterien 
bemerkte Birch-Hirschfeld®) gleichfalls, dass die lebhaft be- 
weglichen Stäbchen ungefärbt oder wenig gefärbt waren nnd blieben, 
während die anderen sich rasch und intensiv färbten. Pfeffert) 
und G. Klebs’) ermittelten gleichfalls, dass einige Anilinfarben 
in die lebenden Zellen aufgenommen und in denselben aufgespeichert 
werden. Schr gute Resultate wurden mit Methylenblau erhalten, 
wenn die Lösungen sehr verdünnt waren, Auch andere Anilinfarben 
waren brauchbar. Da nur sehr verdünnte Lösungen als nicht schäd- 
lich verwendet werden konnten, wurde eine Färbung nur durch eine 
Aufspeicherung der Farbe bemerkbar. Eine derartige Aufspeicherung 


1) Das Sauerstoffbedürfniss des Organismus 1885, 

2) Cornil et Babes. Les Bactöries 1886, 2, Aufl, 8. 72, 

®) Archiv für Hygiene 1887, VII, 8. 41. 

*) Botanische Zeitung 1886 und Unters. a. d. Botan. Institut Tübingen 
1886, Bd. II, 5. 179. 

%) Unters. & d. Bot. Inst. Tubingen 1886, Bi. II, 8. 098 
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wurde sowohl mit basischen als mit: saneren Anilifarben erzieltz 
Methylenblau, Methylviolett, Cyanin, Vesuvio, Fuchsin, Safranin, 
Methylgrün, Jodgrün, aber auch Methylorange, Torpaeolin 000, 
Rosolsäure. Keine Aufspeicherung und Färbung wurde beobachtet 
bei Nigrosin, Anilinblau, Eosit, Kongoroth, und zwar bei Nigrosin 
und Anilinblau in Folge nachweisbarer Nichtaufahme in die Zellen. 
Die Aufspeicherung erfolgte im Zellsafte bis zur Stärke 1°, iger 
Lösungen durch Bildung nicht oder schwer diosmirbarer Verbin- 
dungen, z. B. durch Verbindung mit Gerbsäure. Neben der Auf- 
speicherung im Zellsafte erfolgt bei vielen Farben auch eine Auf- 
speicherung im Protoplasma. In allen von Pfeffer untersuchten 
Fällen, besonders bei Algen und untergetauchten Wurzeln von auf 
Wasser schwimmenden Pflanzen, blieben im lebenden Zustande Kern 
und Chromatophoren ungefärbt und erst bei beginnender Schädigung 
des Kerns begana sich derselbe zu fürben. 

In gefärbten Gelatinen nahmen nach Rozsahegyi die Bak- 
terien niemals so viel Farbe auf, um in Präparaten als gefärbt zu 
erscheinen. In Bonillon dagegen gelingt dies, „ie Marchand 
gelegentlich angegeben hat und wie ich selbst beobachtet habe, ausser 
mit Methylviolett auch mit verschiedenen anderen basischen Anilin- 
farben und Birch-Hirschfeld gelaug dasselbe in Bouillon selbst 
mit einigen saueren Anilinfarben, wie Phloxinroth und Benzopurpurin, 
und es trat dabei sogar eine besonders intensive Färbung. gewisser 
körniger Massen in den Bakterien ein, deren Natur als Ehdosporen 
aber mindestens unwahrscheinlich: ist. 

Aus allen diesen Untersuchungen war also schon vor Stilling's 
Pyoktaninarbeiten bekannt, dass viele Anilinfarben, besonders die 
violetten, für Bakterien Gifte sind und nur in stark verdünnten 
Lösungen verwendet werden dürfen, Dasselbe hat Koch') für die 
Entwiekelungshemmung der Tuberkelbacillen durch Anilinfarben ge- 
fünden. Ausserdem ergiebt sich hieraus, dass die lebenden Zellen 
dem Färben einen gewissen Widerstand entgegen setzen, was nener- 
dings auch H. Buchner?) bestätigte. Die Farbzusätze müssen also 
sehr sorgfältig gewählt werden. 

#) Ueber bakterlologische Forschung 1890, 8. 14: 

?) Centsalblatt für Bakteriologie 1890, VII, No. 28. 
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Gewinnen von Blut und Blutserum. Am besten ent- 
nimmt man das Blut von voruherein unter aseptischen Kautslen 
nach einer der $. 228 angegebenen Methoden. Da dies aber nicht 
immer möglich ist und man in der Regel darauf angewiesen ist, das 
Blut grösserer Thiere bei Gelegenheit des Schlachtens zu entnehmen, 
verfährt man in der Regel nach Koch's ursprünglicher Vorschrift.) 

Zum Auffangen des Blutes dienen cplindrische, ea. 20 em hohe 
und $ bis 10cm weite, mit Glasstöpsel versehene sterilisirte Glas- 
gefässe. Unter Oeffnen der Glasstöpsel lässt man das Blut der 
Schlachtthiere in dieses Gefäss hineinfliessen. Die Umgebung der 
Stichöffnung muss vorher gut gereinigt, zum mindesten gründlich an- 
gefeuchtet werden. Das unmittelbar nach dem Stiche abfliessende Blut, 
welches Schmutzpartikel der Haut und des Felles und abgeschnittene 
Haare mit wegspült, fängt man nicht auf. Das Gefäss wird nahe 
bis zum Rande gefüllt, mit Stöpsel geschlossen und baldigst in einen 
Rissehrank gestellt, in welchem es 24 bis 36 Stunden rahig stehen 
bleibt, um die Bildung eines festen Blutkuchens zu ermöglichen. 
Wird das Gefäss während der Bildung des Blutkuchens bewegt, so 
werden dem Serum Blutkörperchen beigemengt, welche das Serum 
später nicht vollständig klar werden lassen. 

Zur Gewinnung von menschlichem Blute verfährt man nach 
Bumm‘) derart, dass man die Nabelschnur nach den ersten Inspi- 
rationen des Neugeborenen in der gewöhnlichen Weise doppelt unter- 
bindet und durchtrennt. Der placentare Rest wird alsdann mit Subli- 
mat und sterilisirtem Wasser gereinigt, mit den Fingern comprimirt 
und oberhalb der Ligatur nochmals durchschnitten. Bringt man 
dann das Ende der Nabelschnur in den Hals eines sterilisirten Glas- 
kolbens und lässt mit der Compression nach, so entleert sich bei 
jeder Wehe und jedem Druck auf den Uterus Blut aus der Vene, 
Da das menschliche Blutserum nicht sehr leicht gerinnt und die 
Blutkuchen nicht sehr fest sind, muss das Gefüss nach dem Ver- 
schlusse besonders ruhig gehalten werden. Bei gehöriger Ruhe und 


?) Berl. klin, Wochenschrift 1882, No. 15; Mittheilungen aus dem K. Ge- 
sundheitsamte 1861, Bd. I, 8. 27; 1884, Bd. IL 8. 48, 
#) Deutsche med, Wochenschrift 1885, No, 38. 





, so füllt mau a an sich 
‚sterile Blutserum aus den Chamberland’schen Kolben in kleine 
Kolben oder Keagirgläser ab, indem man die zugeschmolzenen Ka- 
pillaren, Fig. 10 (4, b) 8. 204, Fig. 19 (a) 8. 231, nochmals in der 
Flamme erhitzt, abbrieht und an den entgegengesetzten Enden, 
Fig. 10 (4, u). Fig, 19h), bläst. Bei den anderen, nicht sicher 
‚sterilen Entnahmeweisen, nimmt man das Blutserum mit sterilisirten 
Pipetton auf und füllt es in sterilisirto Rengirgläser über, welche 
zu einem Drittel gefüllt und dann sofort mit Wattepfropfen ver- 
schlossen werden, Das Blutserum io diesen Gläsern muss nunmehr 
der Sicherheit halber noch besonders sterilisirt werden. 

Zwisehen dem steril entnommenen und dem sterilisirten Blut- 
serum und analog auch bei anderen thierischen eiweisshaltigen Pro- 
‚dueten wie Eiereiweiss‘) ist biologisch ein grosser Unterschied. 

Das Sterilisiren kann nur unterhalb der Gerin- 
nungstemperatur des Eiweisses durch discantinuir- 
liches Erwärmen geschehen. Man setzt zu diesem Zwecke 
die Reagirgläser in die mit passenden Einsätzen versehenen Apparate, 
Fig. 14 u. 15, 8. 217, bei denen die Temperatur des Innenraums auf 
ca, 58° gehalten wird, Dieser Temperatur wird das Blutserum 5 bis 
6 Tage lang täglich 1 bis 2 Stunden ausgesetzt. Etwas unbequemer 
kann man dies auch im Wasserbade erreichen. Auf dem flüssigen, 
sterilisirten Blutserum bildet sich oft ein Häutchen von Cholestearin, 
welches nicht mit den Bakterienhäutehen zu verwechseln ist. 

Miquelund van Tieghem haben Bakterien beobachtet, welche 
im vegetativen Zustande erst zwischen 72 und 74° starben, und 
Duclaux giebt von einer Art sogar an, dass sie in alkalischen 
Flässigkeiten im vegetativen Zustande sogar 100° ertragen könne. 
Hieraus leitet Miquel die Berechtigung her, die Methode prinzipiell 
zu verworfen. Da aber zu einer Methode die Berücksichtigung aller 
Momente gehört und man sich durch richtige Entnahme des Blutes 
schon fast vollständig gegen diese Möglichkeiten schützen kann, so 


1) efr. hierüber auch Wärtz: La semaine mölicale 1990, No. d, 8,4. 
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Das Erstarren geschieht ‚bei 05 bis 689; je höher die Tam- 
‚poratur über 65° steigt, je mehr sie sich der Temperatur von 75° 
‚Durchsichtigkeit wird um so besser erreicht, je niedriger die Tem- 
peratur ist; das Serum wird mit Annäherung an die Gerinnungs- 
temperatur immer undurchsichtiger. Es ist deshalb die Temperatur 
von 65° möglichst genau innezuhalten und mindestens 68° nicht zu 
übersteigen. Das Blut verschiedener Thiere erstarrt verschieden 
schnell, am schnellsten das Hammelblut, am langsamsten das Kalbs- 
blut; im Allgemeinen beträgt die Zeit !/, bis 1 Stunde. Oft ist es 
angenehmer, das Blutserum in Uhrschälchen oder hohl geschliffenen 
Glasklötzchen, welche mit einem Glusdeckel bedeckt sind, in relativ 
dünner Schicht erstarren zu lassen, 

Ein richtig zum Erstarren gebrachtes Blutserum 
ist fest und hart wie hartgekochtes Hühnereiweiss, 
berusteinfarbig, durchscheinend und nur in den un- 
teren dickeren Parthisen schwach milchig getrübt. 

Das während des Erwärmens an der oberen kühleren Wand des 
Reagirglases sich bildende Condensationswasser sammelt sich beim 
Aufriehten des Reagirglases am Boden, Taf, II Fig. 7 und 8, und 
bildet durch Aufnahme löslicher Substanzen eine Nährlösung, so das 
man, Fig. 7, nach der Impfung bisweilen gleichzeitig das Wachsthum 
auf festem und flüssigem Nährboden beobachten kann, wenn man 
bis zum Rande der Flüssigkeit impft. Durch Verdunstung trocknet 
das Serum allmählich von oben anfangend eın, doch bleiben monate- 
lang die mittleren und unteren Parthieen brauchbar. 

Löffler?) ermittelte, dass Lösungen, welche den Nährwert 
des Blutserums erhöhen, in geringer Menge zugesetzt, die Fähigkeit 
desselben, durchsichtig zu erstarren, nicht herabsetzen, so dass man 
öfters vortheilhaft statt des reinen Blutserums ein solches ge- 
wissermuassen verbessertes Blutserum verwenden kann. Löffler 


4) Mittheilungen aus dem Kaisorl. Gesundheitsamte, Bd. IL, 1984. 8. 452 
und 481. 





fügte zu 3 Theilen Blutserum 1 Theil Fleischinfus biezu, Das 
Fleischinfus wird nach den 8. 244 gegebenen Vorschriften 

dann fügt man hinzu 1%/, Pepton, 1°), Traubenzucker, 0,5%, Koch- 
salz, kocht auf, neutralisirt mit Natriumcarbonat, kocht auf dem 
Wasserbade bis zur völligen Ausfällung der Albuminate und fltrirt, 
Diese Bouillon wird im Dampfkessel sterilisirt und nach dem Ab- 
kühlen dem Serum zugesetzt und darauf das Serum mit dem 
Bouillonzusatze gut gemischt, diseontinnirlich sterilisirt und zum 
Erstarren gebracht. Selbstverständlich kann man auch andere Zusätze 
machen, z. B. Lösungen von Fleischextract mit Zucker ete. Nach 
Nocard und Roux ist besonders ein Zusatz von 6 bis 8%], 
Glycerin zu empfehlen. Das hygroskopische Glycerin beschränkt 
die Bildung des irisirenden trockenen Häutchens an der Oberfläche 
des festen Blutserums. Ausserdem muss das mit Glycerin versetzte 
Blutserum auf 75 bis 78° erwärmt werden, um fest zu werden, 

Zur Abkürzung des discontinnirliehen Sterilisirens habe ich) 
die Beobachtung verwerthet, dass homogen erstarrtes Blutserum, ohne 
an seiner Durchsichtigkeit merkliche Einbusse zu erleiden, auf ca, 
90° bis selbst zu 100% erwärmt werden kaun. Ich bringe also das 
klare Serum sofort, ohne vorausgeschicktes discontinuirliches Er- 
wärmen bei 68, resp. Glyeerin-Blutserum bei 75°, zum Erstarren, 
steigere dann die Temperatur auf 90°, welche ich dann noch eine 
halbe Stunde einwirken lasse. Mann kann dieses Erwärmen über 75° 
event, noch 1 bis 2 Mal wiederholen. Die Siedetemperatur selbst 
ist zu vermeiden, weil die hierbei in Blasenform entweichenden 
Wasserdämpfe die Blutserumgallerte zerreissen. 

Um auch flüssiges Blutserum über 68° zu sterilisiren, hat 
Unna?) dasselbe mit Wasserstoffsuperoxyd und einer 20°, Lösung 
von Natriumcarbonat versetzt. Das Wasserstoffsuperoxyd scheint mir 
überflüssig, wenn nieht gar hinderlich; dass man aber durch das 
Natriumearbonat die Gerinnungsfähigkeit von Blutserum beschränken 
und schliesslich verhindern kann, ist richtig. Nach einer Tabelle 
von Taenzer gerinmen 40 gr Ochsenblutserum und 20 gr Wasser- 


») Contralblatt für Bakteriologie 1887, Bd. I, No: 20. 
#) Monatshefte für praktische Dermatologie 1886, Bd. 5, No. 9. 





und wieder zu An steril ‚aufgefangenen oder discontinuirlich steri- 
‚lisirten Blntserum zurückkehren. Nach Behring‘) kann man zu 
stark alkalisches Blatserum, welches gerade durch seine hohe 
‚Alkalesconz zur Kultur von Bakterien nicht gerignet und deshalb leicht 
steril zu halten ist, nachträglich mit Salzsaure abstumpfen und 
so wieder zu einem geeigneten Nährboden machen. Um etwaigen 
Gefahren eines zu hohen Kochsalzgehaltes, der sich dabei einstellt, 
zu begegnen, verdünnt Behring dieses stark alkalische Serum vor 
dem Zusatz der Salzsäure mit 3 bis 4 Theilen sterilisirtem Wasser, 
Dieses ‘Serum ist für viele Bakterien sehr geeignet, ob auch für 
Tuberkelbacillen, habe ich noch nicht. versucht. 

Statt Blutseram verwendet man in derselben Weise auch vor- 
theilbaft die keimarmen oder keimfreien serösen Transwdate der 
Pleura- und Peritonealhöhle oder Hydroceletlüssigkeit. 

Um solche Lösungen, welche wie Blutserum nnd flüssiges Fiweiss 
beim Aufkochen gerinnen, mit Gelatine zu verbinden und so Blut- 
serum-Gelatine zu gewinnen, verfährt man unter kleiner Ver- 
besserung eines von Koch?) angegebenen Verfahrens 30, dass man 
das Blutserum in der angegebenen Weise entnimmt und das an sich 
sterile oder discontinuirlich sterilisirte Blutserum nach Erwärmung 
auf 37° mit der gleichen Menge einer neutralen bereits sterilisirten, 
bei 30 bis 40° verflüssigten Gelatinelösung mischt. Diese für sich 
bereitete Gelatinelösung muss selbstverständlich doppelt so stark ge- 
nommen werden, als die definitive Lösung betragen soll, weil sie ja 
zur Hälfte mit dem Blutserum wieder verdünnt wird. Die Gelatine- 


1) Zeitschrift für Hygiene 1889 VL, 8 A08- 
2) Mittheilungen aus dem K.. Gosundheitsamte 1881, Bd. I, $. 97. 
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dem Gummipfropf endigender Schenkel am freien Ende einen Watte- 
‚pfropf trägt und deren einzelae Theile vorher sterilisirt waren, mit 
‚einem Gebläse. Der andere bis aufden Boden des Wassers reichende, 
zum Austritt des Wassers bestimmte Schenkel ist an seinem freien 
Theile mit einem Quetschhahn versehen, den man schliesst, bevor 
der Wasserstrahl aufgehört hat zu fliessen, so dass von aussen nichts 
ins Wasser der Flasche aspirirt werden kann. Ich ziehe folgende 
von Forster!) angegebene Einrichtung vor. In dem Gummipfropf, 
Fig. 28, P, stockt die kürzere Röhre z, welche den Wattepfropf w, 
trägt und mit dem Handgebläse g in Verbindung gebracht wird, 
Der längere Schenkel a tritt durch 

einen Gummipfropf P,, welcher BE 

gleichzeitig die Glasröhre G hält. 

Diese ist mit dem Wattepfropf w, 

geschlossen, sodass die innere Oeff- 

numg 0 des Glasrohres a gegen die 

Luftinfeetion geschützt ist. Die 

einzelnen Theile der Flasche wer- 

den für sich sterilisirt, dann schnell 

zusammengesetzt und darauf das 

destillirte Wasser in die Flasche 

Fl eingefüllt oder ev. das Wasser direct in die Flasche FI hinein- 
destillirt. Darauf wird das ganze nochmals im Dampf sterilisiet, 
wobei man nur darauf achten muss, dass die Oeffnung o etwas höher 
steht, als die Flüssigkeit in der Flasche. Zum Gebrauche wird der 
Watteptropf w, abgenommen, durch Druck auf das Gebläse das 
Wasser in ein unter 0 gehaltenes Gefäss eingefüllt und der Watte- 
pfropf wieder eingesetzt ehe Luft aspirirt werden kann. In dieser 
Weise halte ich destillirtes Wasser und Bouillon, die beiden am 
läufigsten gebrauchten Flüssigkeiten, in vollständig reinem und 
sterilisirtem Zustande vorräthig. 


%) Archiv für Hygiene, 1885, IIT, $, 468, 


Usorps, Bakterlon-Porschung. 5, Auflage. 








Pr EEE ig.90 B.h), wire 
a eek ee ne 
seitlich die Oeflnung, Fig. 29 (2 und 3 bei 0); für 
Gnng. Daran © stählerne Trocarts mit unterer seit- 


Zum Uabertragen der Bakterien etc. von festen Substraten 
dienen in der Regel gerade Platindrähte. Alle diese Utensilien 
waren vorher sicher sterilisirt und wurden, wenn erforderlich, un- 
mittelbar vor der Entnahme noch einmal durch die Flamme ge- 


Das Uebertragen in Flüssigkeiten geschieht nun derart, 
dass die geöffneten Gefüsse möglichst schräg bis fast horizontal ge- 
halten werden, um die Luftinfection während des Oeffnens und der 
Vebertragung möglichst auszuschliessen. Man kann zur grösseren 
Sicherheit derartige Uebertragungen im keimfreien Raume vor- 
nehmen und man muss immer mehrere Uebertragungen derselben 
Art zur gegenseitigen Controlle machen. Man überträgt eine nur 
eben sichtbare „Spur*, einen oder mehrere Tropfen, einen Cubik- 
ventimeter, je nach dem besonderen Falle. Bei Verwendung von 
Oesen muss man durch Andrücken an die Glaswand dafür sorgen, 
dass sie wieder leer heraus gezogen werden, ebenso streicht man 
den geraden Platindraht an der Wand des Glases im Bereiche der 
Flüssigkeit ab, um sicher Material hineinzubringen. Bei fein ausge- 
zogenen und zugeschmolzenen Kapillaren, 1 in Fig. 29, bricht man 
das Ends der Kapillare gewöhnlich erst durch Aufstossen an die 
Glaswand oder den Gefässboden im Innern der Flüssigkeit ab, um 
die Impfllüssigkeit austreten zu lassen. 

Nach dem ‚Impfen* oder „Infiiren* der sterilen Nährlösung 
wird der Glasstab oder die Capillare ete, schnell herausgezogen und 
der Verschluss’ wieder fest aufgesetzt, während das Glas noch schief 
gehalten wird. Dann stellt oder hält man das Glas wieder aufrecht 
und vertheilt das Impfmaterial durch Hin- und Herbewegen oder 
Sehütteln und stellt dann erst die infieirten Gläser an ihren definitiv 
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bestimmten Platz bei Zimmertemperatur oder Brüttemperatur bei 
Seite, 

Bei dem Fol'schen Verschlusse, Fig. 9 (2 und 3) 8.203, wird 
der Wattebausch b abgenommen und dann der Stahltrocart, Fig. 29 (3), 
Fig. 9 (8, c) durch den Asbestbausch a, Fig. 9 (2, 3) und durch 
die dünne Wattelage w durchgestossen, Nach Herausziehen des 
Trocarts wird der Wattepfropf b wieder fest aufgesetzt. 

Das Uebertragen anf feste, schräg erstarrte Sub- 
strate mit Condensationswasser geschieht gleichfalls bei 
möglichst horizontaler Haltung der Gläser. Das Impfen erfolgt in 
diesen Fällen in der Regel zur Erzielung eines Ober- 
dächenwachsthums. Man muss deshalb das in einer Oese Fig. 30. 
oder mit geradem Platindraht aufgenommene Material, 
indem man die Oese oder den Platindraht vorwiegend 
strichförmig fest aufdräckt, weniger, indem man das Sub- 
strat ritzt, vom Grunde bis zur Spitze der erstarrten 
Masse mehr auf- als eintragen: Striehkultur, Das 
Vebertragen auf feste, schräg erstarrte Sub- 
strate ohne Condensationswasser geschicht oben- 
so, nur wird dabei die Oeflnung des Glases nach Abwärts 
‚gehalten, wie bei den folgenden Stichkulturen. 

Bei gerade erstarrten Substraten, welche 
kein Condensationswasser haben, verfährt man 
folgendermaassen: Das mit erstarrter, sicher sterilisirter 
Nährgelatine versehene Reagirglas bedarf keiner anderen 
Vorbereitung, als das der Wattepfropf durch Drehen 
mit geglühter Pinzette zum schnellen Oaefinen gelockert wird. 
Die linke Hand fasst darauf das Glas so, dass die Oeflnung nach 
unten sieht; daun wird mit dem vierten und fünften Finger der 
rechten Hand oder mit der Pinzeite der Wattepfropf abgenommen 
und mit dem Platindraht des zwischen rechtem Daumen und Zeige- 
finger gefassten Glasstabes ein oder mehrere Stiche in die Gelatine 
gemacht, Fig. 30. Zum Schlusse wird, noch während die Oeflnung 
nach unten gerichtet ist, der Wattepfropf wieder fest eingestetzt. 

Eine solche Stiehkultur in feste Gelatine ist wohl die 
ideale Form einer reinen Uebertragung, da eine unbeabsichtigte 
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der durchsichtigen festen Näbrhöden begründet. 

den übrigen festen Nährböden sucht man die Veber- 
in ähnlicher Weise zu machen, indem man die Oeftnungen 
‚Gläser während des Oefinens und Zustopfens nach unten hält, 
wenn es der Inhalt bei Fehlen von Wasser, wie bei Kartoffel- oder 
‚Brodbrei oder Kartoffelscheiben in Reagirgläsern, gestattet. Bei 
Kartoffelscheiben in grossen oder kleinen Glocken und ebenso bei 
Kartoffelbrei in Doppelschalen öffnet man die obere Schale möglichst 
wenig und impft dann schnell, indem man die Oberfläche mit dem 
infieirten Platindraht punkt- oder strichförmig ritzt oder indem man 
mit Platinöse oder Messer die Impfmasse mehr auf die Mitte der 
Oberfläche verreibt. 

Einige Zeit nach der Infection macht sich das Wachsthum der 
übertragenen Keime in oder auf den Substraten bemerkbar. 

Die sterilisirte Milch gestattet trotz der Undurchsichtigkeit 
manche Bigenthümlichkeit sehr schnell zu erkennen. }) A. sie ändert 
sich für das Auge nicht; B. sie ändert sich. Es tritt Gerinnung 
ein a) unter Säurebildung; die Gerinnung ist gelatinds oder fein- 
oder grobflockig. Es bleibt bei der Gerinnung oder auf die Ge- 
rinnung folgt eine Lösung des geronnenen Kaselns; die Reaction 
bleibt dabei sauer oder wird neutral oder alkalisch; b) es tritt Ge- 
rinnung ohne Säurebildung ein, dieselbe erfolgt schnell oder langsam, 
unvollständig oder vollständig; e) Gerinnung tritt ein, wenn man 
durch kohlensauren Kalk jede Säurebildung verhindert, oder dieselbe 
erfolgt nur, wenn man die Renetion vor dem Impfen absichtlich 
schwach alkalisch macht; auf diese labähnliche Gerinnung folgt keine, 
oder schwache, oder intensive und schnelle Lösung des ausgeschie- 
denen Kaseins. Die Reaction bleibt oder wird alkalisch. C. Die 
Veränderung erfolgt unter Eintritt alkalischer Reaction, die Milch 
wird gelblich durchscheinend, gelatinös. Die Farbe der ganzen Milch 





%) cfr. meine Untersuchungen in den Mittheilungen aus dem Kaiserlichen 
Gesundheitsnmte IH, 1884, 8. 909, und Dentsche med. Wochenschrift 1884, No. 48 
bis 50; 

Daclaux: Annales de 'Institnt National Agronomique 1882, 8. 22. 
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Bei den gerade erstarrten, gelatinirenden Medien ist das Schick- 
sal einer Stichkultur je nach den verimpften Bakterien ein sehr 
Jifferentes, Als allgemeiner Anhalt mögen folgende Daten dienen. 
Bei den die Gelatine nicht verflüssigenden Bakterien (Taf. II. 
Fig. 5; Fig. 31a) bildet sich das charakteristische Oberflächenwachs- 
thum von der Einstichöffnung derart ans, dass bald flache oder stärker 
prominirende Köpfchen entstehen, welche in Verbindung mit dem 
Imptstiche der Kultur das Aussehen eines Nagels verleihen, „Nagel- 
kulturen** von Friedländer; statt eines solchen, mit dem Nagel- 
kopf vergleichbaren köpfehenähnlichen Wachsthums, wachsen andere 
auf der Oberfläche in Form concentrischer Ringe, oder blatt- oder 
traubenförmiger Gebilde. Einzelne zeigen. intensives Oberflächen- 
wachsthum und mangelhaftes Wachsthum in dem Impfstiche, bei 
anderen verhält es sich gerade umgekehrt. Die Kulturen erscheinen 
ball trocken, bald schleimig, andere sind glänzend, andere durch- 
scheinend. Die Farben der Kulturen sind höchst different; die Ge- 
Intine selbst verändert bald die Farbe, Ba 
bald nieht; oft tritt ein besonderer Ge- Ein 


ruch auf. Alle- diese kleinen morpholo- 

gischen und biologischen Differenzen sind ei 

zu beachten, weil sie die Piferentialdiag- 

nose erleichtern. » [€ 
Bei den die Gelatine verflüssigen- h 

den Bakterien (Taf. 11.6; Fig. 31 b und e) ® 

geschieht dies zum Theil ganz allmäh- 


lieh, so dass die Gelatinekultur ein leicht 

trichterförmiges Ansehen gewinnt, Fig. 31 b, bei anderen schneller ; 
es entstehen dabei breitere Trichter, oder die Verflüssigung schreitet 
mehr schichtenweise vor sich. Bald bilden sich Häutchen an der 
Oberfläche, bald nicht; oft sieht man an der Grenze zwischen ver- 
flüssigter und noch fester Gelatine, x der Fig. 31, die Kultur in 
Form von verschieden gestalteten Wolken vorwärts schreiten, Taf. II, 
Fig. 6. Bisweilen scheint die Verflüssigung streng an das Fort- 
schreiten der Vegetation gebunden, manchmal ihr vorauszueilen, als 
‚ob rerflüssigende Stoffe, Enzyme, von den Bakterien producirt würden, 
welche weiter wirkon als das sichtbare Wachsthum reicht, Auch 
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Unter Boräcksichtigung dieser gelogentlichen Schwierigkeiten 
kann man im Allgemeinen einige Gruppen aufstellen. Einzelne 
‚Bakterien, wie die des Abdominaltyphus, wachsen über die ganze 
Kartoffeloberfläche, ohne dass dabei ausser einem feuchten Glanze 
ein sichtbares Wachsthum zu erkennen ist, ist jedoch die Kartoffel 
weniger sauer oder gar alkalisch. so tritt die Kultur mit gelblicher 
bis brauner Farbe auf. Andere wachsen zwar annähernd in der 
Farbe der Kartoffeln, aber die Zoogloeen markiren sich in glatten 
oder gefalteten Membranen oder in Form eines schmierigen Belages. 
Andere wiederum bilden bei ihrem Wachsthum Pigmente, welche 
sich deutlich von der Farbe der Kartoffeln abheben. Die Form der 
Zoogloeen auf den Kartoffeln hängt von der Art des Impfens ab, 
Bei stich- oder punktförmigem Impfen (cfr. Taf. I, Fig. 2, b) bilden 
sich von dem Punkte als Centrum aus mehr oder weniger kreis- 
fürmige Zooglosen, bei strichformigem Impfen (a) bilden sich Streifen 
und wenn man auf der Mitte der Kartoffel grössere Mengen Impf- 
material verrieben hat, 0 entstehen breite Auflagerangen. 

In Flüssigkeiten und gelatinirenden Medien lassen sich alle 
diese Menkmale vermehren, wenn man Farblösungen zusetzt, welche 
sich bei Aenderung der Reaction oder durch Oxydation oder Reduction 
verändern können efr. 8. 255. Mit solchen Zusätzen kann man Ver- 
ünderungen wahrnehmen, welche ohne dieselbe dem Auge unsichtbar 
geblieben wären und die erst durch chemische Prüfungen hätten er- 
kannt werden können, oder man kann dieselben schon zu einer Zeit 
sehen, in der man sonst noch nichts wahrnehmen würde. 

Bei dem von Poehl gewählten Zusatze von Ferrichlorid und 
rothem Blutlaugensalz tritt die Bildung von Berliner Blau nur in 
sauerer Lösung direct auf. Bei alkalischen Medien, wie sie die 
Bakterien im Allgemeinen erfordern, tritt die Bildung der blauen 
Farbe erst bei nachträglichem Zusatze von Mineralsäure ein. Hier- 
durch wurde Poehl 1. c. zufällig zur Entdeckung der Reaction des 
Choleraroth geführt, 

Dass der Darminhalt von Choleraleichen mit Salpetersäure eine 
rothe Färbung giebt, hatte Virchow bereits 1848 mitgetheilt und 
Griesinger 1866 dasselbe für die Reiswasserstühle angegeben. 
Bei der oxydirenden Wirkung der Salpetersäure und dem Mangel 





> äissem! Zrscke verendet er Lisungen von 1%, Popkan mil 
Kochsalz. ee 
Ali-Cohent) erkannte, dass die Reaction nur bei Anwesenheit 
von salpetriger Säure vor sich geht. Jadassohn®) und Zaeslein®) 
‚ermittelten, dass nur für Kulturen mit Luftzutritt die Mineralsäuren 
‚das Choleraroth hervorrufen, was aber nicht durchgreifend richtig 
ist und nur für den besonderen Nährboden gilt. Schliesslich fand 
Salkowski'), dass die Cholerabakterien sowohl Indol als salpetrige 
Säure bilden und Indol giebt überhaupt mit concentrirten Mineral- 
säuren bei Gegenwart von salpetriger Säure diesen Farbstoff. 
Nach Salkowski soll die Bildung der salpetrigen Säure aus’ 
Ammoniak erfolgen, während Petri*) fund, däss es sich um eine 
Reduction von Nitraten handelt, welche aus dem künstlichen Nähr- 
boden stammen. Man darf nicht so lange warten, bis die salpetrige 
Säure wieder verschwunden ist; die Reaction ist zwischen 24 bis 
48 Stunden am sichersten, wenn auch nicht immer am: intensivsten, 
später nimmt sie oft noch etwas zu, um dann aber bis zum gänz- 
lichen Verschwinden wieder abzunehmen. Zur Differentialdiagıtose 
muss man ganz reine Salz- oder Schwefelsäure verwenden, welche 


3) Zeitschrift für Hygiene 1887, II, 8. 52. 

3) ibid, & 287. 
= 9) Deutsche med. Wochenschrift 1887, Nö. 15, No. 2; Berliner klinische 
Wochtnschrift 1857, No. 44. 

*) Fortschritte der Mediein 1887, Bd. V, No. 17. 

®) Bres). ärztliche Zeitschrift 1887, No. 16. 

©) Deutsche med. Wochenschrift 1887, 8, 72, 

9 Virchuw's Archiv 1887, Bd. 110, 8 860- 

#) Centralblatt für Bakteriologie 1889, V, No. 17; 

Arbeiten a. d. K. Gesundheitsamte 1890, VI, S. 1. 
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‚Arten abspielte, so dass bald die einen, bald die anderen vorherrschten. 
Man sah dies daran, dass sich bald mır einfache Träbungen bildeten, 
bald im Innern oder am Boden besondere Formen von Zoogloeen 
einstellten oder Decken verschiedener Form auftraten, und fast in 
‚jedem solchen Falle erwies sich die dem Auge auffullende einheit- 
liche Form der Zoogloeen auch mikroskopisch einheitlich zusammen- 
‚gesetzt. Zuerst hat wohl Pasteur die Bedeutung dieses Kampfes 
um’s Dasein biologisch richtig erkannt, als er fand, dass sich in 
Faulflüssigkeiten bisweilen zunächst eine nicht stinkende Zersetzung 
‚instellte. Erst wenn durch Deckenbildung an der Oberfläche die 
Luft von den tieferen Theilen abgehalten war, trat stinkende Fänl- 
niss auf und mit derselben: stellten sich ganz andere Formen in der 
Flüssigkeit ein, als vorher darin bemerkt worden waren. Die ver- 
schiedenen Arten bekämpften sich in diesem Falle, während in an- 
deren Fällen mehrere Arten friedlich nebeneinander leben, 

"Man kann deshalb die Beziehungen der verschiedenen Mikro- 
örganismen schwer gliedern. Wenn verschiedene Arten nebeneinander 
gleichzeitig auf oder in demselben Substrate sich an der Zersetzung 
desselben betheiligen, so haben wir den Zustand der Symbiose 
Doch diese Zerlegung des Substrates ändert auch dessen chemische 
Beschaffenheit und es bietet den anfänglich vorhandenen Arten nicht 
mehr dieselben günstigen Bedingungen. Dieselben treten zuriick und 
an ihre Stelle treten andere Arten, welche die Zerlegung weiter 
führen. Diese Succession bezeichnet man mit Garr& auch als Meta- 
biose. Verhalten sich endlich Organismen derart, dass die einen 
die Existenz der auderen unmöglich machen, so ist dies Antago- 
nismus. Derselbe kann wieder einseitig oder gegenseitig sein. 

Die Begriffe Symbiose, Metabiose und Antagonismus beziehen 
‚sich zunächst immer nur auf die gegenseitigen Beziehungen von je 
zwei Arten und deshalb können dieselben nicht dazu dienen, schrofle 
allgemeine Schranken für die Arten aufzustellen. Sind diese biolo- 
gischen Begriffe zunächst auch bei saprophytischen Bakterien ge- 
wonnen, so können wir sie doch jetzt auch auf die pathogenen über- 
tragen. Wir kennen Krankheiten, mit denen sich andere sehr häufig 
‚als Mischinfectionen zusammen einstellen. Auf andere Krankheiten 
folgen mit Vorliebe gewisse Nachkrankheiten. Das Ueberstehen einer 
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sehr beliebten Arbeitens mit Normalsalzlösungen ergab sich, dass 
man bestimmte Species fast immer wieder bekam, mochte das ursprüng- 
liehe Material herstammen, woher es wollte. Früher kamen so bak- 
terium termo und bacillus subtilis in Mode und jetzt scheint die 
Reihe an den Kartoffelbacillen zu sein, seit andere Lösungen allge- 
meiner verwendet werden. 

Die Reinheit derartiger Kulturen ist aber gross genug, um 
mit diesem Material morphologische Studien über die einzelnen 
Arten zu machen, und deshalb konnte besonders Cohn seit 1870 
mit dieser unvollständigen Trennungsmethode relativ viel erreichen. 
Jetzt wissen wir allerdings, dass diese Cohn schen Species vielfach 
Collectivspecies sind, dass unter den gewählten Bedingungen ähn- 
liche, aber nicht identische Arten oft gleich gut fortkommen, aber 
die allgemein morphologischen Ermittelungen, deren erste Klärung 
Cohn zu verdanken ist, haben unter dieser Unsicherheit nur wenig 
gelitten und damit hat diese Methode sich einen wichtigen Platz in 
der Geschichte erworben. 

Ganz in derselben Form der Uebertragung einer Spur oder eines 
"Tropfens des Ausgangsmaterials in eine Nährlösung verfuhr Pasteur!') 
bei der ersten Arbeit, mit der er in den Kampf für die vitalistische 
Gährungstheorie eintrat. Aber Pasteur übertrug diese Spur der 
in der ursprünglichen Flüssigkeit enthaltenen „Hefe* nicht in irgend 
eine beliebige Flüssigkeit, sondern in eine der ursprünglichen gleich- 
artige. Es sind also zwei wichtige Momente zu beachten, welche 
später fast immer verwerthet wurden, auch da, wo die Autoren sich 
im Gegensatze zu Pastenr zu befinden glaubten. Pastenr ent- 
nahm eine Spur Ausgangsmaterial, als sich dieses im Zustande der 
rollsten Gährwirkung befand. In diesem Zustande ist aber in Folge 
der Gährwirkung ein bestimmter Organismus so vorherrschend, dass. 
er alle etwaigen Mitbewerber um das Nährmaterial zeitweilig ganz 
unterdrückt. Pasteur hat demnach der Entnahme eines in Folge 
einer specifischen Thätigkeit relativ oder ganz reinen und vor- 
her bestimmten, specifischen Ausgangsmaterials eine 
besondere Aufmerksamkeit gewidmet. Dann hat er aber auch dieses 


#) Comptes rendus 1857, Bd. 45, 8, 913. 
Wuoppe, Bakterien-Forschung. d Auflage, 19 


gte, so dass Pasteur, den die ‚morphologische” 
‚nie bekümmert hat und der sich über dieselbe 
erh ‚hinwegsetzte, von Anfang an relativ und meist wirklich 
reine, zu biologischen Untersuchungen geeign 
Kulturen hatte und dieselben bis zum Schlusse rein erhielt, wie 
es Duclaux') 1889 an alten Kulturen Pasteurs aus den Jahren 
1873 und 74 noch nachträglich mit Zuhülfenahme der modernsten 
Methoden nachwies, Die Möglichkeit war auch von Grotenfelt®) 
in meinem Laboratoriurg direct nachgewiesen worden. 

Wir haben also in der ersten Periode relativ reine und 
selbst wirklich reine Massenkulturen zu gewinnen ge- 
lernt, welche für die saprophytischen Bakterien das Material nach 
der morphologischen und biologischen Seite vorzubereiten erlaubten. 
Diese vorbereitenden, relativ reinen Massenkulturen haben 
auch jetzt noch nichts au ihrer Bedeutung verloren und sie waren. 
unbewusst oft der Grund zum Gelingen von Reinkulturen mit ande- 
ren Methoden. 

Für Krankheitserreger brachte Klebs®) diese Uebertragungen 
in Form der fractionirten Kulturen, indem er die Spur oder 
den Bakterientropfen anderer Autoren als fractio bezeichnet, Klebs 
verfuhr in der Art (l. ©, 8. 46), „dass er frisch ansgezogene und 
fein zugespitzte Capillarröhren auf den Boden der pilzhaltigen Flüssig- 
keit einsenkte und dort die Spitze abbrach; das herausgezogene 
Röhrchen wurde wieder zugeschmolzen, mit starkem Alkohol ge- 
reinigt und in einer pilzfreien Vegetationsfiüssigkeit, die sich unter 
einer Oelschicht in einer Stöpselllasche befand, wiederum zerbrochen.* 


1) Anmales de ’fnstitut Pasteur 1989, III, 8. 375. 
2) Fortschritte der Mediein, 1889 No. 4. 
%) Archiv für experimentelle Pathologie 1973, Bd. I, 8. 31, 
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Diese Prozedur wurde öfters wiederholt und „in dieser Weise ist es 
möglich (1. c. 8.47) etwaige Verunreinigungen, die in der Ursprungs- 
Müssigkeit entalten sein mögen, zu entfernen und denjenigen Körper 
rein zu erhalten, welcher in der ersteren in überwiegender Menge 
vorhanden war.* 

Trotz dieses subtileren Arbeitens und der schärferen Betonung 
des Ausganges von einem an Anzahl überwiegenden Organismus 
hat diese Methode keine Fortschritte gebracht. Auch bei dieser 
Complication der Pasteur'schen Methode stellte es sich leider 
evident heraus, dass in der Regel nicht der gewollte pathogene 
Organismus nach einer Reihe von Fractionen rein vorhanden war, 
sondern, ‚dass meist irgend eine, zu Anfang wegen der geringen Zahl 
vielleicht ganz übersehene oder durch Luftinfection oder Manipu- 
lstionen eingebrachte Art von gewöhnlichen saprophytischen Bakterien 
rein gewonnen wurde, welche unter den gewählten Bedingungen 
besser fortkam, als die empfindlicheren pathogenen Bakterien. Die 
pathogenen wurden von den saprophytischen meist sogar schnell 
überwuchert, weil das gewählte Nährmaterial ohne jede Rücksicht 
auf die Bedürfnisse der, pathogenen Arten genommen wurde, Die 
fractionirten Kulturen mussten also, ähnlich wie die Cohn 'schen 
Uebertragungen, zwar endlich einmal zu einer reinen Kultur führen, 
aber diese war in der Regel, im Gegensatze zu den Gährungsver- 
suchen von Pasteur, nicht der gewollte speeifsche Organismuss 
sondern ein beliebiger. Bei den pathogenen Arten muss die Ent- 
nahme des Ausgangsmaterials noch viel sorgfältiger geschehen, da 
die Möglichkeit weiterer Reinigung durch Ausübung speeifischer 
'Thätigkeit mit dem Momente der Entfernung aus dem Thiorkörper 
abgeschnitten scheint, so dass alle sekundären Störungen doppelt 
nachtheilig einwirken. Die Kegel muss sogar sein, dass selhst 
ein reines Ausgangsmaterial von der zweiten Uebertragung ab un- 
rein wird. 

Diese Massenkulturen nach Pasteur, Cohn, Klebs sind in 
erster Linie zur Trennung einer bestimmten Art von an- 
deren Arten geeignet. 

Für diesen Zweck kann man, wie sich aus dom Mitgetheilten 
ergieht, ein, ursprünglich unreines Material vortheilhaft vorbereiten, 
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wie es auch fast ausnahmslos von den Forschern geschehen ist, 
welche sich dieser Methode mit Erfolg bedient haben, unter 
Zuhtlfenahme sekundärer Momente, welche sich nach 
Brefeld's!) Zusammenfassung „aus der abweichenden Lebensweise 
und aus anderen morphologischen und physiologischen igenthüm- 
lichkeiten der verschiedenen Formen herleiten lassen.“ Mit dieser 
Vorbereitung gelingt selbst mit den älteren Massenkulturen bis- 
weilen eine Tsolirung von einzelnen pathogenen Organismen, noch 
mehr von Fermentbakterien, deren Existensbedingungen man schon 
annähernd kennt oder aus der Art ihres spontanen Vorkommens 
vermuthet. Das durch die Heinkulturen erst zu beweisende, die 
Biologie der Mikrobien, wird in diesen Fällen demnach provisorisch. 
als schon bekannt vorausgesetzt. Auch von Koch®) wurde gleich- 
zeitig mit Brefeld diese Nothwendigkeit hervorgehoben, die bio- 
logischen Differenzen der Arten bei der Auswahl der Nährmedien 
zu berücksichtigen. 


‘Man wählt Nährflüssigkeiten, von welchen man bestimmt weiss 
‚oder vermuthet, dass sie die supponirte Gährung eingehen können, 


impft dieselben mit einer Spur oder einem Tropfen des noch unreinen 
Ausgangsmaterials, bringt diese so geimpften Kölbehen bei Luft- 
zutritt in höhere oder niedere Temperatur, überträgt nach ein- 
getretener Entwicklung ein zweites Mal, Dis man eine leidliche 
Reinkultur eines Organismus hat. 


Andere solcher Kölbchen hält man unter Luftabschluss, 
wenn man vermuthet, dass die betreffende Fermentation besser bei 
Beschränkung oder Abschluss von Luftsauerstofl vor sich geht®), wie 
bei den Experimenten über Anaörobiose noch genauer dargelegt wird. 
Nach einigen derartigen Uebertragungen hat ein Organismus und 
zwar bei riehtiger Wahl der Bedingungen im Gegensatze zu der 
ursprünglichen Ausführungsweise der fractionirten Kulturen und ähn- 


3) Botanische Untersuchtingen über Schimmelpilze 1881, Bd, 4, 8. 12. 

2) Mittheilungen a. d. K. Gesundheitsamt 1881. Bi. 1. 

9) Fitz: Ueber Spultpilsgährungen, IX. Berichte der deutschen chemischen 
Gesellschaft 1834, Bd, XVII, $, 1188. 
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wie bei Pasteu’s Ausführung ein bestimmter Organismus das 
Uebergewicht erhalten, s0 dass andere Organismen an Zahl erheb- 
lich zurücktreten, 

Unter diesen Massenkulturen bedarf 


die Erbitzungsmethode 
noch einer kurzen Erläuterung. Roberts!) hat auf dieselbe eine 
Isolirungstmethode der sogen. Heubacillen gegründet, indem er das 
Heuinfus eine Stunde lang kochte. 

In allen Füllen, in denen nach kürzerem oder längerem Ein- 
wirken der Siedehitze oder einer dieselbe noch übersteigenden Tem- 
peratur in Flüssigkeiten später Bakterienvegetation eintrat, ermittelte 
Cohn?) zuerst den morphologischen Grund darin, dass es sich immer 
um endogene Sporen bildende Bakterien handelte, deren Sporen auf 
kürzere oder läugere Zeit den hohen Temperaturen widerstanden. 
Miquel?) isolirte einen Ammoniak bildenden „bacillus urene“ aus 
Abwässern, in denen seine Sporen vorhanden waren, dadurch, dass 
er Gläser mit diesem sporenhaltigen Wasser auf 108° erhitzte; 
van Tieghemt) gewam den bacillus amylobacter (clostridium 
butyricum) durch Erhitzen seiner Sporen auf 100° rein. BrefeldS) 
fand, dass zur Vernichtung der Sporen des bacillus subtilis nöthig 
waren: dreistündiges Kochen bei Siedetemperatur, oder eine Wärme 
des Oelbades von 105° #/, Stunde, von 107° 10 Minuten, von 110° 
5 Minuten. Nach M. Gruber‘) wurden die Sporen von b. subtilis 
in Flüssigkeiten durch 2'/,stündige Einwirkung von strömendem 
Dampfe nicht getödtet und Globig?) fand, dass die Sporen eines 





*) Philosophical Transactions of the R. Soc. 1874. Bd. 164. 

9) Untersuchungen über Bakterien, IV: die Bakterien und die Ur 
zeugung. Beiträge sur Biologie der Pflanzen, II. Bd, Heft 9, 1876, 8. 29. 
Vergl, auch die Litteratur im Abschnitte über Sterilisation und über Sporen- 
Sarbung. 

#) Bulletin de ia sociöt6 chimique de Paris 1879, Bd. XXXIL, 8. 197, 

- 4) Bulletin de la soeiöts botanlque de France 1979, Bi. 26. 8. 35. 

%) Botanische Untersuchungen über Schimmelpilze. 1881, Bd. IV, 8. 6. 

#) Centralblatt für Bakteriologie 1988, TIL, No. 18, 

?) Zeitschrift für Hygiene 1887, II, $. 392. 
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‚rothen Kartoffelbacillus durch strömenden Dampf erst in 5, bis 6 
Stunden, durch gespannten Dampf von 110° innerhalb 30 Minuten 
‚getödtet wurden. Durch Abkürzung dieser Zeit kann man diese Bacillen 
‚rein von allen weniger widerstandsfähigen erhalten. Prazmowski?) 
bediente sich zur Erzielung und Erhaltung von Reinkulturen der 
sporenbildenden Bacillen und Clostridien des kürzeren oder lAugeren 
Aufkochens der sporenhaltigen Flüssigkeiten. Ohne Rücksicht auf 
diese Ermittelungen hat dann Gunning*) vorgeschlagen, die höheren 
Temperaturen systematisch zur Isolirung der verschiedenen Bakterien 
zu verwenden, Gunning selbst isolirte dabei allerdings, wie alle 
vor ihm, eine sporenbildende Art 

Bei systematischer Prüfung dieser Methode durch Verwendung von 
sporenfreien und sporenhaltigen Reinkulturen verschiedener Bakterien- 
arten ermittelte ich bereits 1983, was allerdings für jeden mit der Bio- 
logie der Bakterien Vertrauten vorauszusehen war, dass man auch durch 
systematisches Erhitzen unterhalb, bei und oberhalb der Siedetempe- 
ratur immer nur die widerstandstähigeren von den weniger resistenten 
trennen kann, derart, dass sich für praktische Zwecke ausschliesslich 
die Trennung sporenhaltiger Bakterien von sporenfreien empfiehlt. 
Sind zwei annähernd resistente Sporenarten vorhanden, so ist durch 
'kürzeres oder längeres Rrhitzen allein eine genügende Trennung nicht 
zu erreichen. Das Verfahren, durch Erhitzen leidliche oder ganz 
reine Massenkulturen zu gewinnen, ist, wie ich schon fräher®) angab, 
auf bestimmte Falle beschränkt, aber für diese auch so gut brauch- 
bar, dass es zur Trennung sporenhaltiger von sporen- 
freien Bakterien wohl die beste Methode zur Gewinnung von 
vorbereitenden Massenkulturen, oft selbst von wirk- 
lichen Reinkulturen ist. 

Wenn Massenkuliuren von Bakterien oder anderen Mikroorga- 
nismen gewonnen werden sollen, bei denen mehr morphologische als 


1) Untersuchungen über die Entwicklungsgeschichte und Fermentwirkung 
ainiger Bakturien-Arten, 1880, 8. 8. 

#) Beiträge zur hygienischen Untersuchung des Wassers, Archiv für 
Hygiene, 1888, I. Bd. 5. 335. 

#) Mittheilungen aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte, 1884, IT. Bd. 
8. 39. 
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biologische Forschungen in Frage kommen, bei denen «3 also nur 
auf relative Reinheit ankommt, so kann man von der alten Erfah- 
rungsthatsache ausgehen, dass auch in einem reinen Wasser ein 
darin schwimmendes Blatt oder ein Holzstückchen oder sonstiges 
thierisches oder pflanzliches Gebilde die Bakterien und Infusorien an- 
lockt. Das in die Umgebung diffundirende Nährmaterial bietet 
Existensbedingungen, wie sie das reine Wasser nicht bietet und man 
findet an solchen Blättern oft seltene Arten oder Formen, so dass der 
Morphologe sich auch mit dieser Art der Kulturen etwas bekannt 
machen muss. 

Zopf*) empfiehlt Pollenkörner von Coniferen auf Wasser auf- 
zusäen. An diesen Körnern sammeln sich die Keime von Saprolegnien, 
Chytridiaceen, Myzetozoen, Monadinen ete. und entwickeln sich oft 
schon innerhalb 15 bis 30 Stunden zu sporangientragenden Pflänzchen, 
welche man mit den Pollenkörnern leicht aus dem unreinen Wasser 
herausnehmen und damit isoliren kann. 

Waddington*) suspendirt kleine Stücke eines sehr harten 
Zwiebacks mit Confervenfäden in das Infusorien enthaltende Wasser. 
Um den Zwieback bildet sich in einiger Zeit eine reiche Vegetation 
von Mikroorganismen aus, unter denen besonders einige Arten von 
Infusorien zu bemerken sind. Hebt man dann das Fadenconvolut 
aus dem Wasser, so legen sich die Fäden fest zusammen und ge- 
statten so als Fangnetz alles zwischen ihren Maschen Befindliche 
herauszunehmen. Von der Fadenmasse bringt man etwas auf einen 
Objeetträger, breitet dieselbe mit Nadeln etwas aus und befreit 
dadurch die gefangenen Infusorien in einem Tropfen Wasser, der 
sich auf dem Objectträger befindet, 

Zum Isoliren von Diatomeen empfiehlt Debes*) die mit Dia- 
tomeen besetzten Fadenalgen oder anderen Wasserpflanzen ganz mit 
dem Netz herauszuheben und das Wasser ablaufen zu lassen. Diatomeen- 


3) Abhandl. der maturforschenden Gesellschaft zu Halle, 1887, Bd. 17. 

2) Journal of the R. Mikroskop. Society 1888, Ser. II, Vol. II, 8. 186, 
Referat von Griesbach in Zeitschrift für wissenschaftliche Mikroskopie. 1884, 
Ba. I, 8. 288, 

#) Zeitschrift f, wissenschaftl, Mikroskopie 1886, Bd. IIL S. 27. 
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haltiger Schlamm, besonders auch der Moerschlamm, Schliek, wird 
in ein Gefüss mit Wasser übertragen, um dieses der Besonmung 
‚auszusetzen, Einzelne Arten bilden dann am schlammhaltigen 
Boden Ueberzüge, welche durch die sich entwickelnden Sauerstoff- 
blasen oft in toto an die Oberfläche getrieben werden. 

Bei Beobachtungen eines Bakterientropfens in einer feuchten 
Kammer hatte Engelmann!) bereits früher beobachtet, dass sich 
manche Arten stets am Rande sammeln, wo der Sauerstoff am 
reichlichsten zu Gebote steht, während andere gerade umgekehrt 
die innersten Parthien einnehmen, während wieder andere, darunter 
besonders auch einige seltenere Schraubenbakterien, eine zwischen- 
liegende Zone bevorzugen, so dass also der Luftsauerstoff als 
Reiz- oder Abstossungsmittel sondernd, isolirend 
wirkt. Dann haben Stahl und de Bary und in der letzten Zeit. 
besonders Pfeffer?) diese Fähigkeit gewisser Stoffe, beweg- 
liche Bakterien und andere bewegliche Mikroorganis- 
men und Zellen anzulocken oder abzustossen, studirt 
und mit dem Namen positive oder negative Chemotaxis be- 
legt. Da bei derartigen in Lösung befindlichen Stoffen auch der 
Nährwerth als Reiz in Betracht kommen kann, so wird in vielen 
Fällen die allgemeine Chemotaxis zur Trophotaxis. Pfeffer 
verwendet für kleine Bakterienformen Kapillaren von 0,03—0,06, 
für grössere Bakterien von 0,05—0,08 und für grössere Organis- 
men von 0,06—0,12 mm Weite, Diese 4 bis 7 mm langen Ka- 
pillaren sind an einem Ende zugeschmolzen und werden mit der 
Lockilüssigkeit durch partielles Evacuiren unter der Luftpumpe 
derart gefüllt, dass am abgeschmolzenen Ende ein lufthaltiger Raum 
von 2 bis dmm Länge übrig bleibt. Ali Cohen‘) verwendet 
Kapillaren von 7u Durchmesser und 3cm Länge, welche beider- 
seits noch offen in die Flüssigkeit eingetaucht und herausgezogen 
werden, wenn sie zu ca, ®/, gefüllt sind. Dann wird das nicht ge- 
füllte Ende durch kurzes Eintauchen in die Gaslamme zugeschmol- 

) Botanische Zeitung 181, 

#) Untersuchungen s. d. bot. Institut in Tübingen 1897, 8. 582 

3) Centralblatt für Bakteriologie 1890, VIIL, No. 6, 
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zen, Hierdurch wird die Luft etwas verdünnt und die Flüssigkeit 
eingezogen, so dass dieselbe nicht mehr vollständig bis an die freie 
Oefinung reicht, was aber nothwendig ist. Man schneidet deshalb 
einfach mit einer Scheere so viel von den Kapillaren ab, bis dies 
der Fall ist. Als Reizmittel dienen zur Binübung des Verfahrens 
die gewöhnlichen Nährsalze, besonders Kaliumchlorid, in Coneent- 
rationen von 0,001 bis 1%/, und bei Cholera- und Typhusbacillen 
besonders auch der Saft von rohen Kartoffeln. Die Kapillaren 
werden, unter Beachtung gleicher Temperatur für Kapillare und 
Bakterienflässigkeit, mit dem offenen Ende in den auf dem offenen 
Objectträger befindlichen Tropfen eingeschoben. Je nach der Menge 
und Beweglichkeit der Bakterien und der Art und Intensität des 
Reizes sammeln sich die Arten um die Oeffnung und in der Kapil- 
lare selbt an, welche letztere sie wie mit einem Pfropf anfüllen 
können, 

Diese Methode eignet sich auch um Infusorien und amöboide 
Körperzellen, Leukoeyten, einzufangen!) und deren phogocytäre 
Thätigkeit direkt zu beobachten. Statt runder Kapillaren ist es in 
solchen Fällen noch vortheilhafter sich Kapillaren aus Glasröhrchen 
mit parallelen Wandungen herzustellen, die man besser direct 
unter das Mikroskop legen kann. In letzter Zeit ist diese Chemo- 
taxis besonders von Gabritschewsky®), H. Buchner®), Scholl 
und mir‘) für pathologische Prozesse studirt worden, um zu er- 
kennen, welche Bakterien, lebend oder todt. und welche Bakterien- 
proteine oder Stoffwechselproduete derselben oder welche Nährkörper 
loekend auf die Leukocyten wirken. Für diese Fälle kann man 
statt der Kapillaren 2—9 cm lauge Glasröhrchen von 0,4 cm 
Weite und starker Wandung nehmen, welche an beiden Enden zu- 
geschmolzen und mit der zu prüfenden Substanz gefüllt in den 
thierischen Organismus eingeführt werden. Dies geschieht in der 
Regel so, dass an einer sorgfältig gereinigten und desinficirten 


%) Motschnikoff: Annales de Institut Pasteur 1890, 8. 82. An- 
*) ibid, 8. 846. 


®) Berliner klin. Wochenschrift 1890 Nr. 47. 
4) ibid. 1891 No. 8. 
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wodurch der Werth der Flüssigkeit als Nährsubstrat alterirt wurde. 
Um die Verdunstung der Flüssigkeit aufzuheben oder 
doch zu beschränken und die Bewegungen zu verhindern, 
wandte Klebs statt der gewöhnlichen Nährlösungen «ls Kulturboden 
‚gekochte Hausenblase an, welche beim Abkühlen erstarrte. Nach 
de Bary!) ist die Gelatine zuerst 1852 von Vittadini bei der 
Kultur miskroskopischer Pilze verwendet worden. 

Um nun weiter einen einzelnen der in der Hausenblase befind- 
lichen Kokken zu fixiren, bediente sich Klebs der v. Reckling- 
hausen-Geissler’schen Kammern. Bei diesen, Fig. 32, führt 
ein Zu- und Ableitungsrohr zu einem mittleren Raume aus deck- 
glasdickem Glase, dessen Ober- und Unterseite sich in der Mitte fast 
berühren, so dass hier ein kleiner kapillarer Raum vorhanden ist. 
Saugt man diese Kammer voll Wasser, Nährflüssigkeit oder ver- 
flüssigte Gelatine, so bleibt, wenn man diese Lösungen wieder aus- 


Hiessen üsst, in den mittleren Verengerungen ein kapillaror Tropfen 
hängen. Enthielten diese Lösungen gleichzeitig Keime und zwar 
so viel, dass jeder Tropfen ungefähr einen Keim führte, so wird in 
vielen Fällen auch der hängengebliebene Tropfen einen Keim ent- 
halten, den man mit starken Trockensystemen leidlich fixiren und 
beobachten kann, Klebs füllte nun bald die ganze Kammer mit 
Gelatine oder Hausenblase, wodurch der Loftzutritt zu dem ven- 
tralen Theile verhindert wurde, bald liess er nur den einen Tropfen 


!) Vorlesungen 1887, 2. Aufl, S. 29. 





in der Kammer, sorgte aber dann dafür, dass die Luft darch Baum- 
wolle ültrirt zutrat. 

In anderen, Fällen wandte Klebs statt der Kammer mit kapil- 
larem Raum, eine solche an, deren Wände parallel verliefen, und 
bei denen die Seitenröhren sich etwas unterhalb der oberen Wand 
ansetsten, Diese Kammern, der Beschreibung nach den von mir 
benutzten ähnlich, b in Fig. 33, füllte er nan (1. c. $. 46) durch 
Ablaufenlassen der überschüssigen, flüssigen Gelatine derart, „dass 
eine dünne Schicht die abwärts gekehrte, zur mikroskopischen Unter- 


Fig. 3. 


suchung bestimmte Wandung bedeckte.* Etwaige in dieser Schicht 
fixirten Keime kann man mit starken Trockensystemen und schwächeren 
Immersionssystemen fixiren und ihre Entwicklung direct beobachten. 


Statt der Luft kann man auch verschiedene Gase zutreten lassen. 


Brefeld!) suchte sich, zunächt für Pilze, ein ganz reines 
Ausgangsmaterial zu verschaffen, um, von einem einzigen Keime 
ausgehend, dieganze Entwicklung eines Pilzes lücken- 
los zu verfolgen. Diese zunächst uur morphologisch-entwicklungs- 
‚geschichtliche Ziele verfolgende Methode wandte Brefeld später, aus- 
führlich erst 1881, auch auf die Bakterien an, und grwies ihre 
Brauchbarkeit durch die Entwicklungsgeschichte des bacillus subtilis, 
„Durch Mischen der Keime mit Wasser (l. c. c 1881, S. 12) bis 
zu einem Grade, dass in einer bestimmten Menge meist kein einziger, 
oder auch mur ein einziger Keim vorhanden ist, lässt sich die Trennung 
in einzelne Keime bis zu den kleinsten Formen ohne eine direete 


3) a. Botanische Untersuchungen über Schimmelpilze, Bd. I, 1872, 8; 10. 
b. Methoden zur Untersuchung der Pilze. Verhandl. der physik, med. 
Gesellschaft in Würzburg. N. F. VIEL. Bd. 1874/75, 8. 48. 
©. Kulturmethoden zur Untersuchung der Pilze. Botanische Unter- 
suchungen über Schimmelpilze. Bd. IV, 1831, 8. 1. 
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Beobachtung empirisch durchführen.* „Es setzt diese Methode der 
Trennung eine vollkommen gleichmässige Vertheilung der einzelnen 
Keime in der Flüssigkeit voraus, Diese ist nicht immer leicht zu 
erreichen, und «0 können sich, wenn man nicht sehr vorsichtig und 
kritisch zu Werke geht, leicht mehrere und damit fremde Keime in 
die Kulturen einschleichen. Brefeld verdünnte die Sporen oder 
Keime enthaltende Flüssigkeit empirisch mit Wasser oder Nähr- 
flüssigkeit (1. e. b 8. 49), ‚bis ein mit einer spitzen Nadel heraus- 
genommenes und auf den Öbjeetträger übertragenes Tröpfchen, mit 
dem Mikroskope besehen, nur eine oder zwei Sporen aufweist.* „Der 
Objeetträger mit der einen auf ihn übertragenen Spore dient als 
Unterlage für die Kultur, die hiernach das Prädicat Objeetträger- 
kultur zur Unterscheidung vonanderen Kulturformen bekommen hat.* 


Wenn man nun zu dieser einen Spore einen Tropfen Nähr- 
füssigkeit zusetzte, so wurde die lückenlose Entwicklung durch zwei 
Momente erschwert, indem einmal der Kulturtropfen verdunstete 
und durch diese Aenderung der Coneentration in seinem Werthe als 
Nährflüssigkeit herabgesetzt wurde, und indem andererseits fremde 
Keime eindringen konnten. Es galt demnach, die Verdunstung 
des Kulturtropfens zu verhindern und die Kultur für 
dieDauerder Beobachtung nach Aussenabzuschliessen, 
„Es ist dies (l. c. b S, 52) in zweifacher Weise möglich, einmal 
durch Veränderung der Kulturläösung, das anderemal durch 
Anwendung besonderer Objectträger.* 


‚Um die Verdunstung zu verhindern (l. «. c 8, 15), 
kann man die Nährlösungen mit Carragheen oder Gelatine 
in der Art versetzen, dass sie, hei 30 bis 35° noch flüssig, bis 15 Grad 
abgekühlt, fest werden. In diesen gelatinirten Lösungen wachsen 
die Pilze wie in dünner Flüssigkeit, ihre Entwieklung ist cher be- 
günstigt, als geschädigt. Man kana die Kultur ohne Gefahr um- 
drehen, um zu verhindern, dass fremde Keime einfallen; und- wenn 
man sie auf Deckgläsern ausführt, kann man sie umgekehrt auch 
mit starken Vergrösserungen besehen.“ Diese umgekehrten Object- 
träger bringt man in eine feuchte Glocke, Fig. 26, 8. 270, auf ein 
Gestell aus Glas oder Zinkblech. 
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Pilzen. Dabei ist es auf das leichteste möglich, die Zeitdauer zu 
ermitteln, welche für die Wachsthums- und Theilungsvorgänge und 
schliesslich für den Kreislauf der Entwicklung von Spore zu Spore 
nöthig ist. 

Die Anwendbarkeit dieser Kammern für die Untersuchung der 
Spaltpilze reicht bis zu den kleinsten Formen hinab, die überhaupt 
noch mit den stärksten Trockensystemen der Beobachtung zugäng- 
lich sind,* - 

Brefeld bediente sich Kammern der Form a, Fig. 33, welche 
Geisler herstellt. Ich bediene mich der Form b, gleichfalls von 
Geissler hergestellt. Nach meinen Versuchen gelingt es in der 
That derartig dünne Ueberzüge von Flüssigkeit herzustellen, wenn 
die Kammern durch Mineralsäure, Alkohol, Aether, Hitze aufs 
Sorgfältigste gereinigt und sterilisirt sind. Mit grossem Vortheil 
kann man, wie Klebs schon 1873 mit ühnlichen Kammern es 
machte, eine dünne Gelatineschicht herstellen. Ich habe in solchen 
Gelatineschichten die Bildung von Kolonien, welche mit blossem 
Auge sichtbar wurden, für einzelne Formen- von einem Keime aus 
verfolgt und in Weberzügen von Bouillon, Agar und Gelatine die 
Bildung und Auskeimung der Arthrosporen der Kommabaeillen er- 
mittelt. Bei der von mir gewählten Form konnte ich homogene 
Immersion "/;; mit schwachem Ocular verwenden. Bei allen diesen 
Kammern bedarf man in der Regel eines der gebräuchlichsten heiz- 
haren Objecttische, 

Zur Beobachtung im hängenden Tropfen dienen die in 
Fig. 3 und 4 8. 48 abgebildeten Objeetträger, Das Deckgläschen 
wird durch concentrirte Mineralsäure, Alkohol und Aether gründlich 
gereinigt, kurz vor dem Gebrauch durch die Flamme gezogen und 
gegen Staub geschützt, abgekühlt. Dann bringt man einen kleinen 
flachen Tropfen sterilisirter Nährlösung mit geglühter Platinöse auf 
die Mitte des Deckglases, impft diesen Tropfen, indem man mit der 
Platinnadel das vorsichtig, z.B. aus dem Herzen, entnommene Blut 
am Rande des Tropfens spurenweise einträgt, dreht das Deckglas um, 
legt es über den hohlen Objectträger und zieht zur Vermeidung der 
Verdunstung einen Rand von Vaseline um das Deckglas. In dieser 
Weise hat Koch bereits bei seinen ersten Untersuchungen über 





lebrnd eine, fortlaufend mikeuskopic eonzofire Reinkulkaren 
gewonnen, welche von dem ersten Deckglas® dann auf ein zweites 
in derselben Weise übertragen und weitergerüchtet. werden konnten. 
Statt den Tropfen am Deckglase zu impfen, kann man auch 
eine sterilisirte Nährlösung in einem Reagirglase mit der Reinkultur 
impfen und zwar in dem Grade, dass nach gründlichem Vermischen 
durch Schütteln eine gleich grosse Probe, als Deckglastrocken- 
‚Präparat geprüft, ein bis zwei Keime ergiebt. Man entnimmt dann 
hiervon einen Tropfen, den man in derselben Weise am Dekglase 
befestigt, Brefeld (l. e. c 8, 16) verwirft diese Methode: „Der 
Kulturtropfen kann nur klein genommen werden, sonst läuft er zum 
Tropfen zusammen, er schwankt bei der geringsten Bewegung, die 
Keimspore verändert ihre Lage und ist mit starken Vergrösserungen 
kaum zugänglich; kurz, die Beobachtung ist mühsam und unvoll- 
kommen, auch dann, wenn man gelatinirte Nahrlösungen anwendet.* 
Mit den oben geschilderten Vorsichtsmaassregeln lässt sich jedoch 
nach vielen hierauf gerichteten Beobachtungen der hängende Tropfen 
mit grossem Erfolge verwenden, selbst für die kleinsten Formen der 
Kokken, sowohl als Flüssigkeitstropfen wie als gelatinirter Tropfen, 
um zu sehen, ob eine Bakterienkolonie, welche sich einheit- 
lich bei schwachen Vergrösserungen repräsentirt, aus einem ein- 
zigen Keime hervorgehen kann. Dieses Faktum ist für Hefe- 
kolonien von Hansen!) ebenfalls ermittelt durch Verwendung gela- 
tinirter, hängender Tropfen, welche gegen Verdunstung geschützt 
waren. Hansen vertheilte einige Hefenzellen in verflüssigte Gela- 
tine, bereitete von dieser Mischung eine dünne Schicht am Deckglase 
aus, brachte dieses mit der Gelatineschicht nach unten über eine 
feuchte Kammer der Form Fig. 4, 8. 49. Sobald die Gelatine 
erstarrt ist, durchmustert man das Präparat und merkt sich die 
Lage der einen oder anderen Zelle und sieht von Zeit zu Zeit nach, 
da in Folge des Gelatinirens die Keime ihre Lage nicht verändern 
können, also an dem Orte aussprossen müssen. Eine Möglichkeit, 
. diesen bei einiger Uebung so bequem zu handhabenden, auch den 


4) Teber das Zählen mikroskopischer Gegenstände in der Botanik. Zeit- 
schrift f. wissenschaft]. Mikroskopie 1884, Bd. I, 8. 191. 
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Systemen für homogene Immersion zugänglichen Tropfen für das 
Studium der einzelnen Phasen der Entwieklung der Bakterien von 
Spore zu Spore besser als früher zu benutzen, dürfte darin gegeben 
sein, dass man Parallelversuche mit der Sporenfirbung macht, welche 
die einzelnen Phasen zu fixiren gestattet, so dass Bienstock*) die 
Sporenfärbung geradezu statt der directen Beobachtung anwandte, 
was mir allerdings durchaus ungenügend zu sein scheint. 
Prasmowski?) bediente sich, um Luftzutritt zu gestatten 
und damit dem Einwande zu bagegnen, dass bei der gewöhnlichen 
Form der hängenden Tropfen nicht genügend Luft vorhanden sei, 
der modificirten Ranvier'schen 
Objeeetträger, Fig. 34. Diese Fig. 4. 
2'/,mm dicken Objectträger tra- 
gen eine ringförmige Vertiefung 
d, e; die von diesem Ringe ein- 
geschlossene Kreisfläche e ist 
sorgfältig glatt geschliffen und 
ihr Niveau liegt etwas tiefer (für 
Bakterien höchstens 0,5 mm) uls 
die Fliche des Objecirägen, [rg 
50 dass nach Auflegen des 
Deckglases b zwischen e und b eine dünne Plüssigkeitsschicht 
Platz hat; ist der Abstand grösser, so kann man nur hängende 
Tropfen machen. Die ringförmige Vertiefung, welche zur Aufnahme 
von etwas Wasser dient, verläuft bei e in eine kleine Rinne, Man 
bringt dann auf die Kreisfläche 0 einen Tropfen der sterilisirten 
Lösung, welche geeimpft wird, oder einen eine annäherad bestimmte 
Zahl von Bakterien oder Sporen enthaltenden Tropfen, legt dann das 
vorher durch die Flamme gezogene Deckglas b auf, umrandet es 
mit Vaseline oder Wachs, so dass, um zu starke Verdunstung zu 
verhindern, nur bei der Rinne e Luft eintreten kann, welche von der 
ganzen Rinne her Zutritt zu der zwischen c und b eingeschlossenen 
4) Zeitschrift für klin, Med, 1884, 8. 1. 
#) Untersuchungen über die Entwieklungsgeschiehte und Fermentwirkung 


einiger Bakterienarten 1880, 8. 10, 
Hueppe, Rakteriin- Forschung. & Arflags, Ei} 
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stimmten Mengen sterilisirtem Wasser verdinnte. Nach Darlegung 
‚einer interessanten Gleichung mit lauter unbekannten Grössen kam 
Nägeli selbst (. ec. $. 646) zu dem Schlusse: „Die Auflösung 
dieser Gleichung kann nur durch Probiren geschehen,“ Dieser 
Modus der Verdünnung, der einem ganz anderen Zweck diente, kann 
auf jeden Fall nicht dazu dienen, Nügeli die Priorität zummerkennen. 

Während die Verdünnung, wenn sie nach Brefeld zur lücken- 
losen Lösung morphologisch-entwicklungsgeschichtlicher Fragen dient, 
ein möglichst reines Ausgangsmaterial liefern soll, ohne dass dies 
aber in allen Füllen wegen der fortlaufenden mikroskopischen Be- 
obachtung absolut nöthig ist, muss die Verdinnung, wenn sie zur 
Lösung einer experimentellen physiologischen oder pathologischen 
Frage dient, ein absolut reines Material, eine absolute Keinkultur 
liefern, weil hierbei vom Momente der Uebertragung an die laufende 
Controlle durch das Mikroskop in Wegfall kommt, 

Der erste, welcher für Bakterien mit positivem Erfolge und zum 
Zwecke der Gewinnung von Reinkulturen in diesem Sinne die Verdün- 
nung soweit trieb, wie Brefeld für Schimmelpilze, war Lister‘). 
Derselbe theilte 1378 mit, dass er sauere Milch so verdünnt habe, 
dass ein Tropfen einen Keim enthalten sollte. Impfte er nun steri- 
lisirte Milch mit 2 bis 4 Tropfen der Verdünnung, so erhielt er 
regelmässig Sänrung und Gerinung, weniger sicher, wenn er von 
einem Tropfen ausging, weil in letzterem Falle wohl nicht jeder 
Tropfen auch wirklich einen Keim entbalten hatte. 

Fitz®) bediente sich bei seinen Gährungsrersuchen gleichfalls 
der Verdännungsmethode, die er allein als die „Ein-Zell-Kultur* 
gelten lässt: „Um eine Reinkultur eines gAhrungserregenden Spalt- 
pilzes zu gewinnen, ist es unbedingt nothwendig, von einer einzigen 
Zelle als Aussaat auszugehen.“ „Man bestimmt in einer gewöhn- 
lichen, noch unreinen Kultur mit Hülfe einer Zählkammer annähernd 
die Zahl der Spaltpilzzellen, die in einem Tropfen enthalten sind, 


2) On the Iactie fermentation und its bearings on pathology. Transactions 
of the Pathological Society of London 1878, Bi. XXIX. 

#) Ueber Spaltpilzgährangen. VII. Berichte der Deutschen Chemischen 
Gesallschaft. XV. Bi. 1888, $ 867, 
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und verdünnt dann einen Tropfen so stark mit sterilisirtem, deeti- 
lirtem Wasser, dass im Durchschnitt auf 5 bis 10 Tropfen der ver- 
dünuten, gut gemischten Flüssigkeit eine Spaltpilzzelle kommt. 
Man süt dann in einer Serie von ca, 50 mit Kulturflüssigkeit bo- 
schiekten und sterilisirten Kölbehen je einen Tropfen aus und setzt 
sie alsdann in ein Thermostat von 37%. Von den 50 Kölbchen 
werden im Laufe der nächsten drei Wochen 5 bis 10. Kölbchen 
Pilzentwicklung zeigen. In einem jeden dieser Kölbehen wird die 
Pilzkultur unter sich einheitlich und rein sein, weil sie von einer 
einzigen Zelle abstammt. Man erhält so die verschiedenen Spalt- 
pilze, die in der ursprünglichen unreinen Kultur enthalten waren, 
jeden für sich isolirt.# 

Für pathogene Bakterien, speciell für Milzbrandbaeillen, ver- 
wandte Buchner!) die Verdünnungsmethode schon 1878 und 1880, 
indem er die Milzpulpa zerrieb und mit sterilisirtem Wasser so stark 
verdännte, dass auf ca. 10 cmm eine einzige Bakterie kam. Mit 
solchen, einen Keim enthaltenden 10 cmm wurden dann die ‚steri- 
lisirten Nährlösungen infieirt. 

Auch Nügeli theilte 1882 in demselben Werke, S, 13, einen 
Versuch mit, den er bereits 1871 ausgeführt hatte, so dass seine 
schroffe Negation von 1877 über die Unmöglichkeit der Gewinnung 
von Reinkulturen der Bakterien durch Verdünnung schwer verständ- 
lich wird, wenn er sich 1871 schon wirklich über. den Werth der 
Verdünnung klar gewesen sein sollte. Er verdünnte faulen Harn so 
stark mit Wasser, dass je 2 Tropfen einen Bakterienkeim enthielten ; 
durch Uebertragung je eines Keimes in ein Glas mit sterilisirter 
Lösung gelang es ihm damals aus dem Ham Kokken und Stäbchen 
zu trennen, 

Achnlich verfuhr Hansen®), indem er für Hefe die Verdünnung 
sc weit trieb, dass erst 2 ccm eine Zelle enthielten. 

1) Aorstliches Intalligenzblatt 1878; Sitzungsberichte der bayer. Akademie 
der Wissenschaften 1880; über die experimentelle Erzengung des Milsbrand- 
sontaginma ans den Haupilsen, Untersuchungen bar nieder Piln von N Ageli 
1889, 8. 147. 

2) Teber das Zählen mikroskopischer Gegenstände in der Botanik. Zeit- 
schrift f. Wissenschaftl. Mikroskopie. I. Bd. 1884, 8. 191. 
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Zur Zählung der Anzahl der Keime in der ursprünglichen 
Flüssigkeit sowohl, als in den verdännten Lösungen, bringt man eine 
bestimmte Menge in einen Blutkörperchen-Zählapparat, Man kann 
hierzu die Kammer von Hayem-Nachet wählen. Dieselbe, 
Fig. 4, 8. 49, besteht aus einem Objectträger A, B, auf dem eine 
mit kreisförmigem Ansschnitt ce versehene Glasplatte b von ganz 
bestimmter Dicke, 0,2 mm, oder für Bakterien noch besser 0,1 mm 
Dicke, befestigt ist. wie sie Zeiss liefert. Durch Auflagen eines 
sehr sorgfältig geschliffenen Deckglases d entsteht ein von parallelen 


Fig. 35. 
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Wänden eingeschlossener Raum, von genau 0,2 oder 0,1 mm Höhe, 
welcher eine ganz bestimmte Menge, eine Volumeneinheit, 
Flüssigkeit fasst. Die Zählung geschieht dann mit Hilfe eines 
Ocular-Netzmikrometers. Die Flüssigkeit muss den Raum genau 
füllen, das Deckglas berühren ohne überzutreten. 

Noch feineres Arbeiten gestattet die Modifikation, Fig. 35, 
welche von Thoma!) angegeben ist und von Zeiss ausgeführt wird. 
Auf einem Objeetträger A, B ist eine oben polirte@lasplatte a be- 
festigt, deren kreisföormiger Ausschnitt d die seitliche Kammerwand 


3) Abb6: Ueber Blutkörper-Zählung. Sitzungsberichte der Jenaischen 
'Gesellsch. f. Med. u. Naturwissenschaft 1878, No, 29. — Lyon und Thoma; 
Ueber die Methode der Blutkörper-Zählung. Virchow's Archiv 1881. 
Ba. LXXXIV, 8. 181. 





310 Verne Techatt 
bildet. In diesem Ausschnitte ist eine kreisförmige Glasplatte © 
aufgekittet, welche so stark ist, dass der Raum e zwischen ihr und 
dem aufgelegten Deckglase b, der eigentliche Zählraum, genau 
0,l mm beträgt; a und e sind sorgfältig parallel zur Oberfläche des 
Objectträgers geschliffen; ebenso muss die Deckplatte b so sorgfältig. 
planparalle] geschliffen und so gereinigt sein, dass sich bei Andräcken 
derselben an die polirte obere Fläche der Kammer Newton'sche‘ 
Farbenringe bilden, welche bei Nachlassen des Druckes bestehen 
bleiben. Die Mischung geschieht mit einem, auch für die ersten 
Zählkammern zu verwendenden Mischgefüss. Da genaue Gebrauchs- 
anweisung den Apparaten beigegeben wird, genügen diese Daten. 
Der Vortheil der Thoma’schen Kammer besteht darin, dass das 
Ocular-Mikrometer wegfällt, weil in der Platte c eine Gittertheilung, 
1 qmm in 400 quadratische, gleichgrosse Felder eingeritzt ist. Man 
braucht deshalb den absoluten Werth eines Theils, der sieh bei 
jedem Objeetiv und jeder Tubuslänge ändert, gar nicht zu kennen, 
wie bei einem Ocular-Mikrometer. 

Man mag aber die Zählung noch so genau, die Mischung noch 
0 sorgfältig vorgenommen haben, eine absolute Sicherheit für den 
Ausgang von einem Keime giebt auch die Verdünnungsmethode als 
„‚Ein-Zell-Kultur‘* nicht. „Mängel haften, wieHansen trotz seiner 
treffichen Ermittelungen unumwnnden zugiebt, auch dieser Metlıode 
an; namentlich ist es nicht sicher, ob die Anzahl der Zellen, welche 
man im Voraus berechnet hat, sich wirklich im Kolben mit der 
fertigen Infectionsflüssigkeit befinden: es kann sogar vorkommen, 
dass nicht eine einzige Zelle hineingelangt ist, ferner auch, dass sich 
mehrere, als man gewünscht hatte, vorfinden.“ 

Die Verdännungsmethode kann auch in der besten 
Form dem theoretischen Postulate des Ausgangs von 
einem Keime nur bedingt gerecht werden, Jede Ver- 
dinnungsmethode, mag sie nun in Flüssigkeiten oder in 
Lösungen ausgeführt werden, welche bei gewissen Temperaturen er- 
starren und dadurch aufhören, flüssig zu sein, hat damit zu rechnen, 
dass auch beim sorgfältigsten Mischen eine vollständige Trennung 
der einzelnen entwicklungsfähigen Keime bei Bakterien kaum erreich- 
bar ist. Die Sporen der Schimmelpilze sind an sich schon. gut iso- 
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lirt, die Hefezellen sind verhältnissmässig lose verbunden, auch die 
endogenen Sporen und oft auch die Arthrosperen der Bakterien lösen 
sich relativ leicht aus einem ursprünglich festeren Verbande; die 
Arthrosporen sind bisweilen, die vegetativen Zellen und die Ruhe- 
tormen der Ketten und Fäden meist durch Vergallerten der Mem= 
branen in s0 innigem Zusammenhange, oft geradezu in festen Gullert- 
massen verbunden, dass eine vollständige Trennung in die Einzel- 
zellen oıler noch allgemeiner in die einzelnen entwicklungsfühigen 
Keime unmöglich werden kann. Derartige, infolge einheitlicher 
Genese artlich zusammengehörige, verhältnissmässig feste Verbin- 
dungen werden dann am wenigsten stören, wenn es sich darum han- 
delt, die Verdünnungsmethode zur Trennung einer be- 
stimmten Art von anderen Arten zu benutzen, weil hierbei 
die sorgfältige Entnahme des Materials aus gährenden 
Flüssigkeiten oder aus dem Blute oder Gewebesafte eines kranken 
Thieres schon von vornherein reine Massenkulturen lie- 
fert und es gleichgiltig ist, ob die ganz reinen Kulturen aus einem 
oder mehreren Keimen derselben Art entstanden sind. 

Schon wenn man sich alle diese physiologischen Vorbereitungen 
durch Massenkulturen zu Nutzen machen kann, muss die Zuhl der 
Einzelversuche bei der Verdünnung eine sehr grosse sein, so dass 
%. B. Fitz für einen ganz conereten, verhältnissmässig einfachen 
Fall 50 Einzelversuche verlangt. 

Diese Schwierigkeit wächst aber beträchtlich, wenn man sich 
der Verdünnungsmethode bedienen will, um aus einem Ge- 
mische sämmtliche Arten zu isoliren, und sie wird 
noch weit grösser, wenn man die genaue Zahl der ent- 
wicklungsfähigen Einzel-Keime zu bestimmeu ver- 
sucht, weil dann die vorbereitenden Massenkulturen prinzipiell 
wegfallen müssen und die mehr oder weniger scharfe Trennung iu 
die Einzelkeime von schwankenden Momenten und Manipulation 
abhängt, welche wie die Art und Intensität des Schüttelns und 
Mischens. von Fall zu Fall wechseln, wenigstens nie ganz gleich- 
mässig sind. 

Je nach dem annähernd abgeschätzten Gehalt der auf die Keim- 
zahl zu prüfenden organismenhaltigen Flüssigkeit muss man die 





erste Verdünnung stärker oder schwächer wählen und zwar derart, 
dass etwa 15 bis 25%), der mit der verdünnten Flüssigkeit zu infi- 
eirenden Gläser steril bleiben, Man fügt je nach dem Falle zu 
10—, 100 —, 1000 — ete. ccm sterilisirtem Wasser, welches sich 
in einem Pasteur’schen Kolben befindet, nach möglichst gleich- 
mässigen Vertheilen und Mischen, einen eem oder einen Tropfen 
der bakterienhaltigen Flüssigkeit mit Hülfe einer sterilisirten Pipette, 
setzt dann den Helm wieder auf und vertheilt nunmehr durch 
Schütteln die Keime möglichst gleichmässig in dem Wasser, wobei 
gleichzeitig die fosteren Verbände gelockert und die Einzel-Keime 
möglichst isolirt werden, 

Diese verdännte keimhaltige Flüssigkeit wird dann Kr 
in etwa 40 v. Frendenreich’sche Kölbchen oder in Reagirgläser, 
welche sterilisirte Bouillon enthalten, vertheilt. Ist man über den 
ursprünglichen Keimgehult ganz im unklaren, so macht Miquel 
einen orientirenden Vorversuch, welcher 24 Stunden in Anspruch 
nimmt und hebt die Originalflüssigkeit während dieser 24 Stunden 
bei 0° auf. Nach 24 Stunden hat sich bei 37% etwa der 4. Theil der 
Bouillonröhrchen getrübt, in denen überhaupt im Verlaufe des Ver- 
suches Entwicklung erfolgt und daraus kann man berechnen, ob die 
richtige Verdünnung genommen war oder ob der Versuch mit anderen 
Verdünnungsgraden zu wiederholen ist, da im Ganzen der 4. Theil 
aller Röhren steril bleiben muss. Die Methode setzt genaues Ab- 
messen und gut graduirte Pipetten voraus, um die Berechnungen 
ausführen zu können. Selbstverständlich müssen alle Operationen, 
Oeffnen, Kintragen, Schliessen schnell und am besten im keimfreien 
Raume vorgenommen werden. 

Die Gefahr der Luftinfection ist bei exactem Arbeiten nach 
Miquel?) sehr gering und Entwicklungen, welche durch mehrere 
Einzelkeime erfolgen, sind sehr selten. Einen gang bestimmten 
sichtbaren Anhalt, ob die Entwicklung in einem Kölbehen oder 
Röhrchen auch auf den Ausgang von einem einzigen Keime bezogen 
werden muss, hat man für Bakterien bis jetzt nicht, da die Einheit- 
lichkeit der entstehenden Zoogloen unmittelbar nur beweist, dass 


#) Annuaire de l’observatoise de Monsouris 1879—1883. 
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eine einzige Art sich entwickelt hat. Ob dies aber deshalb. ge- 
schehen ist, weil nur ein Keim dieser Art vorhanden war, oder ob 
8s geschehen ist, weil diese Art über einen oder wenige mithinein- 
gekommene Mitbewerbe den Sieg davon trug, lässt sich nieht ohne 
weiteres sagen. Lediglich die Erfahrungen mit der Methode geben 
einen Anhalt und unsere hierin zur Zeit wohl erfahrensten Experi- 
mentatoren Miquel und v. Freudenreich halten diesen Fehler 
für ganz unbedeutend. Für Hefen glaubte Hansen!) aber auch 
einen sichtbaren Auhalt gewonnen zu haben. Aus jedem Einzel- 
keime entwickelt sich nach dem Schätteln und Vermischen des In- 
halts am Boden des Kolbens ein „Hefefleck,“ so dass ein einziger 
Hefefleck sicher beweist, dass nur ein Keim in den betreffenden 
Kolben gelangt ist. Dass die einzelne Hefezelle mit ihren etwaigen 
untrennbaren Sprossen unter diesem Einzelkeime zu verstehen ist, 
geht aber wohl aus allem Vorausgegangenen hervor und bei allen 
diesen Versuchen ist die höchste, leidlich sichere Leistung immer die 
Trennung in die einzelnen Arten unter möglichster Trennung der 
Einzelindividuen. 

Die Zahl der Einzelversuche wird hei der Verdännungs- 
methode in Flüssigkeiten ohne jede Kücksicht auf den Grad 
der Verdünnung von Miquel auf 30 bis 40 angegeben, beschränkt 
sich in der Praxis aber sogar häufig auf etwa 20. Die Berechnung 
ist demnach etwas willkürlich. Jeder Fehler wird in einer nach 
dem Grade der Verdünnung wechselnden und oft ganz uncontrollir- 
baren Weise multiplieirt und macht sich in demselben Maasse mehr 
störend bemerkbar, als der Grad der Verdünnung gesteigert ist. Soll 
die Verdännung wirklich auf leidliche Exactheit Anspruch machen, 
so müsste verlangt werden, dass die Zahl der Einzelversuche 
zu dem Grade der Verdünnung in einem bestimmten 
Minimalverhältnisse steht. Dass aber dann die Zahl der Rinzel- 
versuche schon bei mässigem Gehalte an Organismen in die Hunderte 
und Tausende gehen muss, setzt.einer ganz correeten Anwandungs- 
weise dieser Verdünnungsmethode Schranken. Soll die Methode 


*) Compte rendu des travesux de Laboratoire de Carlsberg 188183; 
Zeitschrift £. wissenschaft]. Mikroskopie 1884. Bd, L, 8, 191, 





praktisch bleiben, so kann sie sicht weniger als 20 und. 
nieht mehr als 50 Einzelversuche verwenden: dann wird. 
aber der Grad der Exsetheit in den weitesten Grenzen schwanken, 
je nachdem das Ausgangsmaterial wenig oder sehr stark verdünnt 
werden musste. Diese oft recht groben Fehler der rechnerischen 
Grundlage muss man auch beachten, wenn die Verdünnungsmethode 
zur Zählung von Keimen aus Gemischen verwendet wird, Gegenüber 
diesen Mängeln müssen auch einige Vortheile der Verdünnung 
in Flüssigkeiten, speciell in Bouillon, angeführt werden. Die 
Lösungen können jeder wünschenswerthen Temperatur ausgesetzt 
werden; eine Luftinfection kann nach dem Verschluss nicht mehr 
eintreten, in Folge dessen können Arten, welche überhaupt langsam 
wachsen, oder Keime, welche geschwächt sind und deshalb langsam 
auswachsen, beliebig lange im Versuche bleiben; die Bonillon ist 
relativ universell verwerthbar, so dass auch viele Arten, für welche 
sie nicht die beste Lösung ist, so weit heranwachsen, dass man. sie 
mit blossem Auge erkennen kann; die Bouillon gestattet manche 
Wachsthumseigenthümliehkeiten zu erkennen und dadurch wahrzu= 
nehmen, ob verschiedene Arten sich entwickeln, 

‚ Da die Gefahr der Luftinfeetion sich bei jedem 
Binzelversuche wiederholt und dieser Fehler wenigstens theo- 
retisch sehr störend sein sollte, während er praktisch nach Miquel 
relativ gering ist, hat Fol!) versucht, diesen möglichen Fehler 
aller bisherigen Versuchsanordnungen nur einmal zuzulassen, alle 
anderen Manipulationen aber so einzurichten, dass die Gefahr des 
Luftzutritts möglichst beseitigt wird. Fol nimmt zu diesem Zweck 
die Verdünnung nicht in sterilisirtem Wasser, sondera in der 
Nährlösung selbst vor und vertheilt dam erst die inficirte und 
verdünnte Lösung in die kleinen Kölbchen, Er verfahrt dabei in 
einer Weise, deren Prinzip zunächst durch die Fig. 36 klar werden 
dürfte. Die Flüssigkeit B wird. längere Zeit bei 110% gehalten, 
während das: Ende des längeren Schenkels des durch trockene Hitze 
sterilisirten Metallhebers über ‚diese Flüssigkeit bei t steht; mit 


4) Archives des sciences physiques et natureles, Bd. XT, 1884, 8 557 
und La Nature 1885,, No. 615 und 619. 














Verdünnungs-Methode ; Bin-Zell-Kultar. 315 


dem anderen Ende wird der gleichfalls vorher schon sterilisirte Tro- 
cart © (ef, Fig. 29 [3], 8: 275) durch einen starkwandigen sterilisirtem 
Kautschukschlauch fest verbunden. Die Klemmpinzette k, welche 
geschlossen ein Entweichen der gespannten Dämpfe verhindert, wird 
dam geöffnet, so dass ein heftiger Strahl des überhitzten Dampfes 
die Röhre t und den Trocart etwa 10 Minuten durchströmt. Ist 
auf diese Weise die ganze Verbindung definitiv sterilisirt, so wird 
die Klemme wieder geschlossen und dann der Trocart € durch den 
Verschluss v des Kolbens b hindurchgestossen; zu diesem Zwecke 
wird der Wattepfropf b, Pig. 9 (2, 3), 8. 203, abgenommen und ge- 
schützt zur Seite gelegt, so dass die holle Stahlundel nur die 
Asbestschicht a und die darunter befindliche dünne Watteschicht w 
durchdringt. Dann senkt man das Ende der Röhre t in die Flüssig- 
keit B’bis o ein und lässt unter Oeffnen der Klemme k die Flüssig- 
keit nach b übertreten, sobald dieselbe etwas abgekühlt ist, Nach 
dem Füllen des-Kolbens b wird die Klemme k wieder geschlossen. 
der Troeart wieder herausgezogen ne b der Fig. 9 (2) 
wieder aufgesetzt, 

Zur Anwendung des Prinzips für die Verdünnung 
dient die Bürette, Fig. 37 (1. B.), dieselbe füsst 100 cem, ist sehr 
genau graduirt und oben und unten zur Verbindung mit dicken 
Kautschukschläuchen etwas ausgezogen, Diese Bürette wird dureh 
einen Strom schwefeliger Säure, der aber auch fortbleiben kann, 
gereinigt und dann zur Sterilisirung und eventuell zur Vertreibung 
der schwefeligen Säure mit dem Papin'schen Topfe, Fig. 36, so 
verbunden, wie der Trocart ©. Dann lässt man unter Oeffnen der 
Klemme k und k*" des Kautschukschlauches eine halbe Stunde lang 
überhitzte Dämpfe ıachströmen, schliesst darauf zuerst die untere 
Klemme k' und fügt in das freie Ende des Kautschukschlauches 
ein dureh Hitze sterilisirtes Glasstäbchen: dann verfährt man mit 
der oberen Klemme k und ihrem Kautschukschlauche ebenso. Nach 
dem Abkühlen ersetzt man zuerst das untere Glasstäbehen durch 
eine sterilisirte Canüle c, welche man in der vorher geschilderten 
Weise in eine Flasche g! mit sterilisirter und durch längeren Auf- 
enthalt im Brütofen geprüfter Bouillon einstösst. Da in Folge der 
Abkühlung und Condeasation der Dämpfe die Luft in B verdünnt 
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ist, steigt beim Oeffnen der Klemme kt die Bouillon durch die Canüle « 
in die Bürette B, wobei ein Theil der gelösten Luft gastörmig ent- 
weicht. Nach Schluss der Klemme k! führt wan die keimhaltige, 
zu verdünnende Flüssigkeit, welche sich in der Glasröhre b (Fig. 37 
[2]) befindet, in der Weise ein, dass das Ende p an Stelle des 
‚oberen Glasstabes über der Klemme k in den Kautschukschlauch 
eingebracht wird. 

Die Röhre b wird zum Gebrauche fertig gemacht, indem das 
eine Ende p zugeschmolzen, das andere mit Asbestpfropfen a ver- 


schlossen und das ganze durch trockene Hitze sterilisirt wird; 
über das Ende a kommt dann ein mit Pinzette werschlossener 
Kantschukschlauch. Die Spitze p der so verbreiteten Glasröhre b 
wird am Orte der Eutaahme noch einmal durch die Flamme ge- 
zogen, mit geglühter Scheere abgeschnitten und darauf durch Ein- 
tauchen in die bakterienhaltige Flüssigkeit zum Theil, aber nicht 
ganz gefüllt, Durch Emporrichten der Spitze p wird die Flässig- 
keit aus der Spitze entfernt und dieselbe darauf zum Transport 
wieder zugeschmolzen. Vor dem Einführen in den Kautschukschlauch 
der Klemme k lässt man durch Oeffnen des über a befindlichen 
Kantsch: schlau hes erst einige Tropfen austreten, ehe man den In- 
halt von b definitiv zu der Nährlösung in der Bürette B, Fig. 37 
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(1), eintreten lässt. Die Pinzette über dem Kautschukschlauch a 
gestattet, die Menge Rlässigkeit, welche man aug b entnehmen will, 
ganz genau abzumessen. Ist dies geschehen, dann entfernt man 
wieder die Röhre b, schliesst die Klemme k und mischt den Inhalt 
B sorgfältig. Die 100 ccm der Mischung, welche die Bürette nun 
enthält, werden in etwa 25 Keagirgläsern oder Kölbehen vertheilt, 
welche den Verschluss Fig. 9 (2 und 3) haben, indem die hohle 
Stahlnadel c in der geschilderten Weise durch den Pfropf a und w 
durchgestossen und nach dem Heraus- 

ziehen der Nadel der Wattepfropf b Fig. 9. 

wieder aufgesetzt wird. Die Nadel wird 
gegen die freie Luft geschützt, indem 
man sie in «einer Hülse interbringt, 
welche aus einem mit Asbestpfropf ver- 
sehenen Glasröhrchen besteht, 

Die Verdünnungsmethode in 
Flüssigkeiten ist trotz ihrer Un- 
bequemlichkeit und trotz man- 
cher Fehler ausgezeichnet zur 
Reinkultur und Isolirung diffe- 
renter Arten aus einem Gemi- 
sche von Mikroorganismen ge- 
eignet. Die rechnerischen Fehler theilt 
sie mehr oder weniger mit jeder Ver- 
dünnungsmethode, bei der ein Theil der 
Beobachtung durch Berechnung ersetzt 
werden muss. Bei 40 Einzelversuchen, 
von denen 25°), zur Controlle steril blei- 
ben müssen, kann man aber höchstens 
30 Keime resp. Arten aus einem Ge- 
misch direct herauszüchten und dies kann 
gerade für medicinische Zwecke dann sehr 
ungenügend sein, wenn wichtige patho- 
gene Arten mit vielen Saprophyten ver- 
mischt sind, wie es z.B. im Darm der Fall ist. Hieraus erklärt 
es sieh wohl, dass in bestimmten Fällen diese Methode, deren 
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einer einzigen Art. Saugt man. nun keimhaltiges fri 
defibrinirtes Blut in Haarröhrchen ein, so entstehen in dem Blute 
in diesen Röhrchen gleichfalls derartige isolirte Fäulnissflecke, Ent- 
hielt das "Blut pathogene Bakterien, z. B, von septikaemischen ‚oder 
pyaemischen Prozessen, so kann man auch diese in den Kapillar- 
röhreben iu Reinkulturen erhalten. Man mus in diesen Fallen nur 
das Blut gegen secundäre Infeetion durch Fäul- 
Fig. 38, nisskeime schützen und dasselbe so entnehmen, als 
wolle man es steril anffangen, efr. 8. 228 und 261. 
Statt wirklicher Kapillarröhren, Lymphröhrchen, 
kann man auch feine Glasröhren verwenden, welche 
an einem Ende zur Kapillare ausgezogen werden, 
Fig. 38. Unter den so entwickelten Kolonien 
bemerkt man mit schwächeren Vergrösserungen, 
4. B. mit der Loupe, kleine Differenzen in der 
Grösse, der Schnelligkeit des Wachsthums und 
in den Formen (b, c, d, e der zweiten Abbildung 
vonFig.88). Jede solche kleine Differenz 
ist ein sichtbares Zeichen, dass der- 
artige differente Kolonien verschiede- 
nen Bakterienartenihren Ursprung ver- 
danken. Will man nun solche Reinkultur zu 
Uebertragungen verwenden, so reinigt man das 
Röhrchen Ausserlich sorgfältig, ritzt es an der ge- 
wünschten Stelle mit der Glaspfeile und bricht 
es durch, taucht eine vorher geglühte und wieder 
abgekühlte Platinnadel in die Kultur ein und über- 
trägt unter schnellem Oeffnen in eine sterilisirte 
Lösung. 

Die Röhrchen erhalten an einem Ende vortheil- 
haft eine kleine Verengerung oder Knickung, bis 
zu welcher ein Ppfropf von Baumwolle oder Asbest 
(a) eingepresst wird, während das zur Kapillare ausgezogene Ende zu- 
geschmolzen ist; das so vorbereitete Ende wird erst in der Flüssig- 
keit abgebrochen, durch Saugen an dem mit Watte verschlossenen 
Ende gefüllt, nach dem Herausnehmen mit Alkohol gereinigt und 
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in Agar ‚oder in Gelatine tief eingesenkt, um die Luft möglichst 
abzuschliessen. 

Ist schon einige Zeit nach dem Tode verstrichen, so müssen 
die Organe erst gründlich von aussen anhaftenden Fäulnissorganismen 
gereinigt werden. Nach Koch 1. e. erreicht man dies, indem man 
das Organ wiederholt und gründlich in 1 p. M. Suhlimatläsung 
wäscht, dann mit zu jedem Schnitte gewechselten, heissen Instru- 
menten von der Oberfläche ab Schichten des Organs abträgt und 
erst in grösserer Tiefe den Gewebssaft oiler Gewebspartikel entnimmt. 

Bei grösseren Organen, z. B. der Milz, legt man nach Gaffky') 
nach gründlichem Waschen in I p. M. Sublimatlösung zuerst einen 
fast das ganze Organ trennenden Längsschnitt. Dann wird mit einem 
zweiten sterilisirten Messer auf die gewonnene reine Schnittfläche 
ein nirgends bis an die Kapsel reichender Schnitt geführt, auf diesen 
ein dritter und erst dann aus der Tiefe Gewebssuft oder Partikel 
entnommen. 

Nach Löffler‘) verfährt man, um selbst hochgradig veraun- 
reinigte Organe noch zu verwerthen, derart, dass man das Organ 
erst 10 Minuten, unter stetem Bewegen mit einem Glasstabe, in 
«iner 5°/,igen Karbolsäurelisung lässt, um alle an der Oberfläche 
haftenden Kokken, Bacillen, Hefen etc. zu vernichten, Zum Ver- 
nichten etwaiger Bacillensporen kommt dasselbe dann noch 5 Minuten 
in 1°, Sublimatlösung. Dann wird es herausgenommen und auf 
reines Fliesspapier gelegt. Wenn die Oberfläche trocken geworden 
ist, schneidet man mit heissem Messer die bindegewebige Umhüllung 
ein, roisst: das Organ, indem man die Schnittränder mit heissen 
Pinzetten fasst, auseinander und entnimmt aus der Tiefe an diesen 
Bissflächen das Impfmaterial. 


Es versteht sich wohl von selbst, dass man nieht nöthig hat, 
den schulgerechten Gang einer Section inne zu halten, sondern dass 
man sich in erster Linie durch den Zweck bestimmen lässt und 

%) Mitthellungen aus dem Kaiserlichen Gesundhuftsnmte, 1894, Bd. IT, 
& 8886, 

») ibid. 8, 451. 
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3. Die Vortlieile durchsichtiger Medien für viele Falle durch 
Pasteur, Cohn, Brefeld. 

4. Das Prinzip des Ausganges von einem Keime durch Bre- 
feld, Pasteur, Lister, Nägeli, Fitz, 

5. Bei Anwendung dieses Prinzips die Nothwendigkeit der ört- 
lichen Trennung dureh Verdünnung in Flüssigkeiten, um jedem 
solehen einzelnen Keime die Möglichkeit zu geben, isolirt 
und rein sich zu vermehren. 

6. Die Einführung der Gelatine durch Vittadini, Klebs 
und Brefeld als Nährmedium und um die Verdunstung 
von Nährflüssigkeiten aufzuheben. 

Diese Vortheile waren bis zu Koch immer nur isolirt aur 
Anwendung gekommen. Das verbindende Glied, welches gestattet, 
die meisten dieser Vortheile derart zu vereinigen, 
dass durch diese Verbindung die universellste und 
zugleich einfachste aller Methoden resultirte, fand aber 
erst Koch. 

Auf festem Nährboden wachsen durch absichtliche oder Luft- 
infection hinaufgelangte Keime, wie früher schon geschildert, zunächst 
isolirt zu einer Kolonie aus. Ist dieser feste Nährboden undurch- 
sichtig, s0 gelingt eine genügende Beobachtung nur bei besonders 
‚charakteristisch wachsenden Mikroorganismen, wie es z. B. die Pig- 
mentbakterien sind. Ist aber der Nährboden nicht nur fest, sondern 
gleichzeitig durchsichtig. so kann man mit Hülfe schwacher Ver- 
grösgerungen auch Kolonien unterscheiden durch Eigenthümlichkeiten 
des Wachsthums, welche für das blose Auge oder Lonpenvergrösse- 
rung nicht mehr deutlich wahrnehmbar sind. Koch vereinigte 
aunächst die Vortheile des festen Nährbodens zur 
Prennung differenter Keime mit den Vortheilen, welche 
der durchsichtige Nährboden zur direeten mikrosko- 
pischen Beobachtung bietet. Diese gleichzeitige Be- 
tonung der Festigkeit und Durchsichtigkeit unter- 
scheidet bereits Koch's erste Methode von allen anderen 
vorausgegangenen Methoden. 

Koch schlug zur Erreichung dieses Zieleszwei ganz verschiedene 
Wege ein, indem er einmal die schon unter 9 besprochenen 
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festen durchsichtigen Nährmedien wählte, welche ohne 





b) 


jeden Zusatz diesem Postulat gerecht wurden, und zweitens, 
indem er gewöhnliche klare Nährlösungen durch gela- 
tinirende Zusätze zum Erstarren brachte, 

Diese letzteren, welche zur Auflindung des Prinzips der Festig- 
keit und Durchsichtigkeit führten, und zeitlich dem anderen Wege 
vorangingen, gewann K och dadurch, dass er zu den früher bekannten 
Normal-Nährlösungen und zu bewährten Deeoeten und Infusen so 
viel Gelatine zusetzte, dass diese Lösungen bei Zimmertemperatur 
zu einem durchsichtigen festen Nährboden erstarrten. Impfte Koch 
nun in eine solche „Nührgelatine*, so lange sie noch nicht ganz 
Test, sondern noch zahflässig war, von einer bakterienhaltigen Flüssig- 
keit eine Spur, so wurde beim vollständigen Erstarren jeder einzelne 
Keim für sich von einer Gelatineschicht umhällt. Waren. nicht 
zu viele Keime hineingeimpft worden, so blieben sie in Folge des 
Festwerdens der Gelatine genügend getrennt, so dass jeder Keim 
am Orte der Fixirung isolirt zu einer Kolonie heranwachsen konnte. 
Liess man die gelatinirte Lösung auf einer durchsichtigen Glasplatte 
erstarren, so konnte man diese Entwicklung der Kolonien aus den 


eitzelnen Keimen mit dem Mikroskope schen zu einer Zeit direck _ 


beobachten, in der die Loupe oder das blosse Auge noch keinerlei 
Entwicklung. erkennen liessen, 

Die gelatinirenden Zusätze dienten bei Koch nicht, wie bei 
Klebs und Brefeld, zur Verhütung der Verdunstung; die bessere 
Nährfähigkeit war nicht, wie Brefeld betonte, eine erwünschte, 
sondern im Prinzip eigentlich eine unerwänschte Nebenwirkung und 
die gleichfulls von Brefeld hervorgehobene Möglichkeit der Um- 
kehrung gelatinirter Nährtropfen zur Vermeidnüg der Luftinfeetion 
wurde theoretisch ganz, nebensächlich, weil auf dem festen Nähr- 
boden auch die aus der Luft stammenden Keime sich streng locali- 
sirt entwickelten, s0 dass sie durch den Ort der Entwicklung leidlich 
von den absichtlich hineingebrachten Keimen auseinanderzuhalten 
waren. Hierzu kommt noch, dass sowohl Klebs als Brefeld, um 
gelatinirende Zusätze in ihrem Sinne anzuwenden, schon vorher, 
der eine durch fraetionirte Kultur, der andere durch Verdünnung, 
Reinkulturen haben mussten, Es findet sich weder bei Klebs noch 
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bei Brofeld die geringste Andeutung eines Versuches oder nur 
einer Idee, das Gelatiniren der Lösungen zur Trennung 
von differenten Keimen, zur Herstellung von Reinkultoren zu benutzen, 
wie es Koch aufs schärfste postulirte., Auch Schoenauer nnd 
Miquel haben gegen 1976 bis 1879 gleichfalls Obst-Gelee und 
Gelatine zur Bakterienkultur verwendet, Da aber Miguel selbst 
1885!) noch nicht den Unterschied zwischen Verwendung 
von Gelatine als einfachem Nährsubstrate und zwi- 
schen dem @elatiniren als Mittel zur Trennung und 
Isolirung erkannt hat, kann von einer Priorität keine Rede sein. 
Tbatsächlich hat Niemand vor Koch mit Bewusstsein und Erkenntnis 
der prinzipiellen Bedeutung dieses Punktes gelatinirende Zusätze be- 
nutzt, um durch das Erstarren der vorher flüssig ge- 
machten Gelatine die einzelnen Keime und Arten zu 
trennen. 

In einer aus lauter gleichen Organismen zusammengesetzten, 
zuerst dureh das Mikroskop, später auch durch das blosse Ange als 
‚charakteristisch wachsend erkennbaren Kolonie summiren sich die 
Eigenthümlichkeiten des einzelnen Organismus. Der Gesammt- 
babitus einer Kolonie kann dadurch höchst werthvoll 
werden zur Differentialdiagnose von Organismen, die 
sich sonst derForm nach sehrähnlich sind. Das Studium 
der morphologischen Differenzen, welche sich in den reinen Kolonien 
doeumentiren, ist es besonders, welches diese bakteridlogische Methode 
zur schnellen und sicheren Orientirung besonders für die Pathologie 
md Hygiene brauchbar gestaltet hat, da die charakteristischen 
Differenzen der verschiedenen Arten auf dem festen durchsichtigen 
Nährboden viel augenfülliger sind als in durchsichtigen (Bouillon, 
Normalsalzlösungen) oder trüben Lösungen (Milch). Die ersten Be- 
obachter, welche Bakterien-Kolonien in Gelatine richtig sahen und 
abbildeten, über nicht richtig erkannten, waren Klebs und Letze- 
rich, indem sie sich Mikrokokkenkolonien aus Plasmazellen hervor- 
gehend dachten, während diese Plasmazellen in der Gelatine aus 
Hausenblase selbst nichts weiter als reine Bakterien-Kolonien waren. 





%) Annaaire de l’obserrateire de Montsouris pour Dam 1885, 
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0 Die experimentelle Tochnik 

Der Nuchweiss, dass eine mit blossem Ange und bei scht 
Vergrösserungen (bis zu etwa 80 bis 120fach) sich einheitlich 
repräsentirende und charakteristisch wachsende Ko- 
lonie aus einem einzigen Keime hervorgehen kann, war vor 
Mittheilung der Methode sicher gestellt. Bei Kultur-Hefen waren 


die Formen der Kolonien nieht immer genügend unterschieden. be- 


sonders bei solchen Arten oder Rassen, deren Einzelzellen nicht sehr 
different waren, so dass Hansen für diese Organismen jedesmal die 
Entwieklung der Kolonien aus einem Keime am gelatinirten hängen- 
den Tropfen in der fenchten Kammer direct verfolgt, wenn er solche 
Kolonien als Ausgang für absolut reine Massonkulturen in der Gährungs- 
Technik verwenden will. Bei einiger Vebung lernt man ziemlich 
sicher heurtheilen ob eine Kolonie einen einheitlichen Ursprung hat, 
gleichgültig ob sie aus einem einzigen Keime oder einem einheit- 
lichen Keimeonglomerate hervorgegangen ist, oder ob sie aus einer 
Vereinigung mehrerer differenter Kolonien hervorgegangen ist. Eins 
absolat sichere Trennung in die einzelnen Keime ist auch durch die 
Verwendung der Gelatine nicht erreichbar, wie schon früher bei der 
Verdünnungsmethode dargelegt wurde. Dieser Fehler ist praktisch 
wenig bedenklich, weil er dureh einige successive Uebertragungen 
eliminirt werden kann. Die Art wie ein Keim zu einer Kolonie aus 
wächst und eine charakteristische Kolonie bilden kann, ist absolut 
entscheidend nur zu lösen durch Beobachtungen von einem Keime 
in der feuchten Kammer, praktisch aber durch Vergleich vieler ein- 
zelner Kolonien kaum weniger sicher zu ermitteln durch neue Ueber- 
tragungen, welche mit mikroskopisch geprüften Kolonien ausgeführt 
worden. 

Zum Bestimmen der Arten gibt gerade die Kultur in flachen 
Gelatineschiehten eine Reihe guter Anhaltspunkte, von denen am 
längsten bekaunt ist, dass einzelne Arten die Gelatine verfüssigen, 
während andere die Gelatine fest lassen. H. Buchner!) glaubte 
Gewicht darauf legen zu sollen, dass einzelne Arten isodiametrische 
Kolonien bilden, während andere anisodiametrisches, ungleichmässiges 
Wachsthum zeigen. Leider liegen diesen Differenzen keine dureh- 


1) Archir für Hygiene 1885, FIT, 8. 364. 
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greifenden Gattungsmerkmale zu Grunde. Da man aber jetzt schon A 
das Wachsthum vieler zymogener und pathogener Arten in Gelatine 

kennt, so hat man wenigstens einen ungefäbren Anhalt zur Beur- 

teilung der Art. Man könnte vielleicht nach rein praktischen Ge- 
siehtspunkten folgende Gruppen bilden, welche aber natürlich keinen 

streng wissenschaftlichen Werth haben und nur für den als An- | 
halt dienen, welcher sich bemüht, die Arten überhaupt etwas zu | 
studiren. Diese Wachsthumseigenthümlichkeiten in Gelatinekulturen | 
verleihen diesen Kulturen geradezu den Werth von SeapemDah | 
gentien. | 


1. Die Bakterien lassen die Gelatine fest. a) Die Kolonien sind 
isodiametrisch, im Innern gleichmässig kuglig, an der Oberfläche 
ziemlich runde, mehr oder weniger prominirende Köpfehen bildend. - 
Hierher gehören 2. B. M. aquatilis, B. aquatitilis, B. lactis, eine 
Reihe pathogener Arten, septikacnische Bakterien, Erysipelas, Pneu- " 
monie. b) Die Kolonien sind im Innern ebenso scharf umschrieben, 
aber an der Oberfläche sind sie anisodiametrisch, bald mehr con- | 
centrische, bald mehr blattförmige Anordaung zeigend. Hierher | 
gehören unter anderem einige Nitrate reducirende ımd Ammoniak 
nitrifieirende Arten, vor allem aber einige toxische Bakterien: die 
‚propionsänrebildenden und septikaemisch wirkenden von Brieger, 

b. coli eommune, die sog. Neape!er Cholerabaktorien und die Typhoid- 

bakterien. «) Die Bakterien bilden im Innern und an der Oberfläche | 
charakteristische baum-, ast-, wurzel-, schneckenfürmige Figuren, | 
%. B. die Bacillen der Mäuseseptikaemie und des Schweinerothlaufs, | 
die Helikobakterien. 


IL. Die Bakterien zeigen ausgesprochen charakteristisches Wachs- 
Ahum auf oder in der Gelatine, indem sie. blattförmig wachsen, oder 
wolkige, strahlige, wurzelförmige, schneckenförmige Figuren bilden, 
oder. wie ein Schleier über die Gelatine fortwachsen. Aber früher 
‚oder später tritt eine Erweichung und mehr oder weniger intensive | 
Verflüssigung der Gelatine ein. Hierher gehören einige redueirende | 
Arten, einige Riweissfäulniss bewirkende wie Protens, einige Kar- j 
toffelbaeillen, Crenothrir, Cladothrix, und von den pathogenen die 
Milzbrandbacillen, 
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Wattepfropf, soweit er vorsteht, vor dem Oeffnen der Vorsicht halber: 
zur Vernichtung otwa darauf angesammelter Pilz- oder Bakterien- 
keime in der Flamme verkollt- Zum-Anftropfen der verfüssigten 
Gelatine legt man eine Anzahl sterilisirter Objeetträger, durch über- 
gedeckte Glasglocken gegen Staub geschützt, möglichst horizontal auf 
einen Tisch oder eine Glasplatte, Am: bequemsten bedient man sich 
hierzu des Apparates 
Fig. 89, der in rerschie- 
denen Modifieationen 
ausgeführt wird. Der- 
selbe besteht aus einem 
mit Stellschrauben ver- 
sehenen Dreieck von 
Holz, auf welches eine 
geschliffene Glasplatte 
g aufgelegt wird. Diese Glasplatte wird mit Hülfe einer Läbelle I 
and der Stellschrauben horizontal eingestellt. Unter der Glasplatte 
ist Raum zum Anbringen einer Schale mit kaltem Wasser oder Eis, 
um die Glasplatte stark abzukühlen, wodurch- das Festwerden der 
Gelatine beschleunigt wird. A. Pfeiffer!) verwendet einen ge- 
schlossenen Nachen Kasten aus starkem Zinkblech, der zum Einfüllen 
von kaltem oder warmem Wasser an einer Ecke eine Eingussöffnung 
besitzt, 

Mit einer sterilisirten Pipette nimmt man darauf von der ver- 
Nüssigten Gelatine und trägt dieselbe durch Auslaufenlassen aus der 
Pipette in Form eines langen, flachen, einige Millimeter dicken, 
nirgends den Rand des Objeetträgers berührenden Streifens, Taf. I, 
Fig. 1, auf. War es nicht möglich, die Objeotträger ganz horizontal 
einzustellen, so kann man sich dadurch helfen, dass man die Gela- 
tine durch Eintauchen der Reagiergläser in kühles Wasser oder 
Unterhalten unter eine Wasserleitung so weit abkühlt, dass sie nicht 
mehr ganz dünnflüssig ist, sondern eine mehr zähflüssige Beschaffen- 
heit zeigt. 

Sind diese Gelatinstreifen so weit erstarrt, dass die Gelatine 





#) Deutsche med. Wochenschrift, 1857, No. 49. 
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Hand gefasst and möglichst schräg gehalten, aber ohne dass die 
Gelatine den Watepfropf berührt. Darauf taucht man den vorher 
geglühten und wieder abgekühlten Platindraht oder die Platinöse 
in das zu übertragende Material, fasst den Glasstab, in welchem der 
Platindraht eingeschmolzen ist, schreibfederartig mit der rechten 
Hand, nimmt mit Pinzette oder mit 4. und 5. Finger der rechten 
Hand den lockeren Wattepfropf ab und führt den geraden Platin- 
draht oder die Platinöse in die flüssige Gelatine ein, bewegt ihn 
darin hin und her, streicht ihn an der Wand ab, zieht den Glasstab 
heraus, wobei die Platindse aber immer leer sein muss, setzt schnell 
den Wattepfropf wieder auf. Darauf wird durch Drehen, Neigen 
und leichtes Schütteln das eingebrachte Material mög- 
lichst gleichmässig in der flüssigen Gelatine ver- 
theilt. Dann giesst man die flüssige Nährgelatine mit 
den in ihr möglichst gleichmässig vertheilten Keimen 
auf die Mitte der Glasplatte und vertheilt die Gelatine 
auf derselben mit einem durch Glühen sterilisirten und wieder 
abgekühlten Glasstabe oder Platindraht oder mit dem durch das 
Glühen sterilisirten und wieder abgekühlten Rande des Reagirglases 
selbst, der aber während der ganzen Procedur nie mit den Fingern 
berührt werden darf. Die Gelatine soll den Band der Platte nicht 
direct berühren. Diese Platte wird in einer feuchten Glocke auf 
eine Glasbank gelegt und darüber eine zweite Glasbank gestellt, 
so dass auch hier mehrere Etagen von Glasplatten in einer Glocke 
Platz finden können. 

Während bei den Objectträgereulturen nicht die ganze Gelatine, 
sondern nur die Impfstriche und ihre nächste Umgebung ausgenutzt 
werden, und während ausserdem eine relativ grosse Menge von Keimen 
auf relativ wenig Impfstriche zur Vertheilung kommt, wird bei dem 
Plattenkulturen eine relativ kleine Menge Keime auf eine 
verhältuissmässig viel grössere Meuge Gelatine ver- 
theilt. Dementsprechend ist die Vertheilung der Keime in der 
noch flüssigen Gelatine eine weit bessere, so dass die einzelnen 
Keime, durch die erstarrende Gelatine fixirt, weiter von anderen 
Keimen gotrennt, isolirt zur Entwieklung einer Kolonie kommen 
können, In Flüssigkeiten verbreiten sich einerseits die Bakterien 


Uuarpe, Bakterien-Torschung. 5. Auflage. E23 





werden schnell und gleichmässig durch die ganze Flüssigkeit ver- 
breitet. «Die Bakterien wachsen deshalb im Allgemeinen in Lö- 
sungen schneller, aber die Flüssigkeit wird auch deshalb schneller 
ausgenützt und erschöpft, weil die Stoffwechselproducte bei einer 
gewissen Menge dem weiteren Wachsthum ein Hindernis setzen. 
In der Gelatine dagegen wird nicht das ganze Nährmaterial auf 
einmal zugänglich, sondern nur das der nächsten Umgebung, s0- 
weit das wirkliche Wachsthum oder ausgeschiedene Enzyme reichen, 
der andere Theil der Gelatine bleibt unverändert in Reserve und 
wird nur mit dem Wachsthum in Angriff genommen. Die löslichen 
Stoffwechselproduste dagegen werden durch Diffusion langsam in der 
ganzen Gelatine vertheilt und häufen sich nur langsam in der nächsten 
Umgebung an. Eine Anhäufung von Stoffwechselproducten, welche 
das weitere Wachsthum hindern, findet in Gelatine langsam statt, 
so dass die einzelnen Kolonien hinreichend Zeit haben, ihr charakte- 
ristisches Wachsthum zu erreichen; diese Anhäufung ist aber in der 
nächsten Umgebung von Impfstrichen bei der Objectträgerkultur mit 
ihren vielen Keimen schneller zu erwarten, als auf Platten, auf denen 
die einzelnen Keime weiter von einander getrennt sind. Die 
Plattenkultur bietet deshalb zunächst die mechanischen 
Eigenthümlichkeiten des festen Nährbodens, der aller- 
dings immerhin noch mindestens 90°, Wasser enthält, in einer 
verbesserten Form. Welche enorme Anzahl von Keimen auf 
diese Weise sicher von einander auf einer einzigen Gelatinplatte ge- 
treont werden können, zeigt die Fig. 4 der Taf. I, bei welcher jeder 
Kolonie ein isolirter Keim entspricht und in der erst wenige Kolonien 
sieh berührt-haben. 

Die Plattenkultur mit gelatinivenden Lösungen fügt zu 
den schon früher erwähnten Vortheilen der durchsich- 
tigen und festen Nährmedien noch die weiteren Vorzüge 
der Verdünnungsmethode, sie ist eine vereinfachte 
Verdünnungsmethode. Gegenüber der Verdünnung in gewöhn- 
lichen Lösungen hat sie den enormen praktischen Vortheil, dass die 
ganzen Manipulationen schnell hinter einander ausgeführt werden 
und sich nicht so oft wiederholen als Keime vorhanden sind rasp- 
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als Einzelversuche nöthig wären. Bei der grossen Zalil von Einzel- 
kolonien, welche auf einer Platte ungestört zur Entwickelung kommen 
können, bietet sie den grossen Vorzug gegen alle anderen Methoden, 
dass man direct schen und zählen kann und nicht die Fehler 
«iner Rechnung mit vielen unbekannten Grössen in den Kauf nimmt. 
Wie bei jeder Verdünnungsmethode ist auch bei der 
Plattenkultur das Resultat um so zuverlässiger und 
gleichmässiger, je geringer verhältnissmässig die 
Zahl der Keime ist. Die Abweichungen werden um so grösser 
und ungleichmässiger, je ungünstiger das Verhältnis zwischen Menge 
der Keime und Menge der Gelatine ist. Selbst aber, wenn eine 
solche Menge Keime zur Entwicklung kommt, wie auf Taf. I, Fig. 4, 
ist die Platte immer noch zur Orientirung und zur leichten Iso- 
lirung mehrerer Arten brauchbar; dies ist aber in so kurzer Zeit 
und mit so einfachen Mitteln durch keine andere Methode zu er- 
reichen, so dass sie für diese Fälle auch von Gegnern, wie Fol, 
verwendet wird, und Miguel findet: wenigstens, dase, wenn schon 
die festen Nährböden „faeilement A la separation rapide des espaces* 
brauchbar sind, die Plattenkultur diese Vortheile in Form eines 
„proedde exspeditif et non depourvu d’eldgance* bietet und Roux 
sagt darüber: „la culture dans les milienz solides, si instructive, parce 
quelle nous montre la forme des colonies, et si utile parco quelle 
permet une söparation des organismes divers.* 

Alle Kolonien, welche Differenzen zeigen, werden nun erst mi- 
kroskopisch geprüft und dann von denselben durch eine zweite Deber- 
tragung Reinkulturen hergestellt. Zu diesem Zweck wird unter 
Controlle des Mikroskope oder des Präparirmikroskops eine Spur 
von einer reinen Kolonie als Stichkultur in Reagirgläser übertragen 
oder in zweifelhaften Fällen in neue, verflüssigte Gelatine gebracht 
und von dieser eine neue Plattenkultur angelegt, in der dann aber 
bis auf etwaige Luftinfectionen nur dieser eine Organismus zur Ent- 
wicklung kommt. Man kann also bei der zweiten Uebertragung 
schon ganz sichere Reinkulturen haben, von denen man dann die 
Stichkulturen anlegt, Luftinfeetionen sind bei dem Oeffnen und 
Impfon der flüssigen Gelatine nicht ausgeschlossen, aber einmal sind 
sie nicht so zu fürchten, wie die Infectionen durch unsicher sterili- 

2 
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finger und Mittelfinger der linken Hand, nimmt erst den Pfropf von 
dem Original ab, legt ihn, mit Pinzette gefasst, zur Seite oder giebt 
ihn zwischen vierten und fünften Finger der linken Hand, welche 
dann gleichzeitig zwei Gläser und einen Pfropf zu halten hat. 
Darauf nimmt man mit viertem und fünften ‚Finger der rechten 
Hand den Pfropf von dem zweiten Glase, taucht die Platinöse in 
das Originalglas und trägt diesen Tropfen in das zweite Glas ein. 
Durch Hin- und Herbewegen und Andrücken an die Glaswand sorgt 
man dafür, dass sich beim Herausnehmen kein Gelatinetropfen in 
der Oase befindet. Man wiederholt dann mit derselben oder einer 
vorher zurecht gelegten zweiten Platinöse diese Uebertragung noch 
einmal und führt so etwa fünfmal fort. Dann setzt man erst den 
mit der rechten Hand gehaltenen Pfropfen auf das frisch infieirte 
Glas, dann den in der linken Hand gehaltenen auf das Originalglas. 
Nun hat man das Original = 0 und die erste Verdünnung = I 
fertig. Darauf macht man nach Vertheilung der Keime durch 
Schütteln eventuell noch eine zweite —=Il und selbst eine dritte, 
mit III bezeichnete Verdünnung in ganz derselben Weise mit der- 
selben Zahl Tropfen von der je vorausgegangenen Kultur. Man be- 
zeichnet die Gläser schon vorher in der angegebenen Weise mit 
Blaustift oder durch aufgeklebte Etiquestte oder man macht orien- 
tirende Zeichen am Wattepfropf selbst, indem man denselben am 
Original unverändert lässt, während man an den andern Gläsern 
durch Drehen einiger hervorgezogenen Fäden 1 resp. 2 oder 3 docht- 
ähnliche, vorstehende Merkmale am Wattepfropf anbringt. Jedes 
dieser Gläser liefert eine mit O, I bis IEL bezeichnete Plattenkultur, 
die man in derselben feuchten Glocke etagenweise unterbringt. Jede 
dieser Kulturen controllirt die andere. 

Hat man so eine Anzahl differente Bakterien getrennt, 30 macht 
inan von jeder derselben zunächst eine Stichkultur, um das Material 
rein zu halten und daun in der Regel auch noch eine Plattenkultur, 
welche dann bis auf eine etwaige Luftinfection eine Reinkultur 
einer einzigen der in dem ursprünglichen Gemische 
vorhandenen Arten enthält und damit alle Zweifel an der Rein- 
heit der Kultur beseitigt. Diese Uebertragungen der rein kultivirten 
Organismen wiederholt man nun zur Gewinnung typischer Kulturen 
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öfters mit besonders charakteristisch gewachsenen, mikroskopisch go- 
prüften Kolonien, zum Theil in Stichkulturen, zum Theil in neuen 
Plattenkalturen, um auf diese Weise auch jede gelöste chemische 
Beimengung des ersten Substrates zu eliminiren. 

Die Verflässigung der Blutserum-Gelatine und ihre Verwendung 

erfolgt in derselben Weise, wie die der gewölnlichen ae ae 
bei 30 bis 40%, 

Soll das Erstarren der vorher verflüssigten Gelatine zum Pixiren 
der Keime verwerthet werden, so muss die Gelatine vom Momente 
des Erstarrens ab, immer starr bleiben. Dies geschieht aber keines- 
wegs immer und Koch selbst hat bereits zwei Grenzen erkannt, 
welche der Verwerthbarkesit der gelatinirten Nähr- 
lösungen gezogen sind. „Einmal verflässigt sich die durch 
Kochen sterilisirte Gelatine in den brauchbaren Concentrationen bei 
23 bis 25° und selbst, wenn man dieselbe nach Pekelharing in 
viel unsicherer Weise bei 80° sterilisirt, verflüssigt sie sich bei 
30° C., so dass dieser Nährboden bei Bluttemperatur nicht in 
festem Zustande verwerthbar ist. Zweitens verflüssigen manche 
Bakterien die Gelatine durch Enzyme während des Auswascheng 
und hierdurch wird gleichfalls die Festigkeit des Nährbodens bald 
aufgehoben, 

Weitere Grenzen, wie sie von Mulapert!) und ich schon vor 
mehreren Jahren hervorgehoben haben, liegen darin, dass die Gelatine 
durch ihre chemische oder physikalische Beschaffenheit für manche 
Bakterien als Nährboden ungeeignet ist und darin, dass manche 
Bakterien oder Pilze auf derselben, auch ohne die (elatine zu ver- 
flüssigen, so schnell wachsen, dass sie die empfindlicheren und lang- 
samer wachsenden Arten überwuchern, bevor diese bis zu charakte- 
ristischen Kolonien herangewachsen sind. 

Man kann einige dieser Uebelstände durch Zusatz zur Gelatine 
öder Bonillon selbst zu beseitigen trachten und Chantemesse und 
Widal®) haben angegeben, dass ein Zusatz von Karbolshure 
die Typhusbacillen nicht hemmt, wohl nber die verflüssigenden Bak- 


1) Zeitschrift &; analyt. Chemie 1886, Bd. 25, 8. 39, 
%) Gazatte hebdomadaire 1887, 8. 146. 
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terien, welche deshalb schlechter wachsen resp. die Gelatine nicht 
oder weniger intensiv verflüssigen sollen. Beide Beobachter wollten 
es auf diesem Wege dahin bringen, dass die Typhusbaktarien sich 
auch unter schwierigeren Verhältnissen und trotz der Anwesenheit 
verflüssigender Arten nachweisen lassen. Nachprüfungen dieser Me- 
thode, welche G. Wood bei mir nusführte, ergaben, dass die Grenze 
des Karbolsäurezusatzes, welcher das Verflüssigen verhindert, ohne 
das Wachsthum der Bakterien aufzuheben, nach den Arten zwischen 
0,01 bis 0,1 Karbolsäure schwanken kann. Wird diese Grenze nach 
unten überschritten, so tritt Verflüssigung ein, wird sie nach ‚oben 
überschritten, so hört das Wachsthum auf und bei zwischen liegenden 
Concentrationen kann eine Verzögerung in. der Verflüssigung ein- 
treten. Man muss die Concentration für die einzelnen besonderen 
Arten ausprobiren, weil manche Concentrationen die Verlüssigung 
aufhalten, aber auch das. Wachsthum stark beeinträchtigen. Für 
Typhus- und Cholerabakterien liegt die Concentration nach unseren 
Versuchen. bei ‚0,01 bis 0,02%, Korbolsäure, wenn. das Arbeiten 
praktisch bleiben soll, doch entwickeln sich schon hierbei weniger 
Kolonien als ohne Karbolzusatz. Wir haben deshalb auch noch 
andere Körper versucht, von denen aber nur Glycerin uns all- 
gemeiner verwerthbar scheint, weil es von 4 bis 10%, die Enzyın- 
bildung beschränkt und vielfach ganz aufhebt, ohne aber das Wachs- 
thum so stark zu beeinträchtigen wie die Karbolsäure. Für Cholera- 
bakterien liegt die Grenze bei ca. 4 bis 9°/,. 

Während Vincent!) 4 bis & Tropfen einer 5°/, Karbolsäure 
zu 10 cem Lösung vortheilhaft fand, hat Bartoschewitsch?®) da- 
von keine besonderen Vortheile gesehen. Bei richtiger Verdünmung 
leistet die Plattenmethode bis jetzt mehr. 

Immerhin dürfte zur Differentialdiognose und zum sicheren Auf- 

" finden besonders wichtiger Arten dieser Weg nicht ganz zu vernach- 
Hissigen sein. Aber bei Bluttemperatur kann man anch- hiermit 
noch nicht arbeiten und deshalb bleibt der Ersatz der Gelatine 


1) Annales do Mierographio 1890, IT, 8. 439, 
9) Referat von v. Btlinger in: Centralblatt für Bakteriologit 1889, VI 
No. 16 bis 17. 
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dureh 1 bis, 2%, Agar-Agar unerlässlich, weil dieser Nährboden bei 
37° fest bleibt. Man verllüssigt die durch Aufkochen 
und lässt sie dann bis auf ca. 42 bis 45° im Wasserbade erkalten, 
Unter Beachtung der bei der Gelatine angegebenen Vorsichtsmaass- 
regeln in Bezug auf Oeffnen, Schiefhalten der Gläser. beim Impfen, 
Vermischen der Keime und Wiederverschliessen der Gläser werden diese 
Proceduren bei ca. 42° möglichst schnell bewirkt und dies kann un- 
bedenklich geschehen, weil eine kurze Einwirkung dieser Temperatur 
auf die Lebensfühigkeit der Bakterien ohne Einfluss zu sein scheint. 
Dam wird die Agarlösung auf die Platten gegossen und mit Glas- 
stab, Platinnadel oder Glasrand gleichmässig und schnell aus- 
gehreitet. 

Im Gegensatze zur Gelatine, welche durch Bis oder kaltes 
Wasser zum Erstarren gebracht wird, muss das Erstarren des Agar 
bei höherer Temperatur geschehen, Man verwendet deshalb statt 
Eis oder kaltem Wasser, warmes Wasser von 37 bis 38° und er- 
wärmt die Platten gleichfalls vorher auf diese Temperatur, 


Lässt man die mit Agar beschickten Platten auf diese Weise 
our langsam abkühlen, so werden die Agurplalten meist ebenso schön 
wie die Gelatineplatten und es tritt keine übermässige Contraction 
des Agar ein. Lässt man das Erstarren bei Zimmertemperatur 
schneller vor sich gehen, so kann sich das Agar-Agar beim Er- 
starren s0 fest zusammenziehen, dass es sich von der Unterlage ab- 
hebt. Um dies zu vermeiden, kann man die vier Ecken mit einem 
Tropfen Siegellack an die Platten ansiegeln und es empfiehlt sich 
ein für alle Mal, dem Agar etwas Gummi oder Gelatine zuzusetzen, ° 
um seine Adhäsion an Glas zu steigern. 


Die Platten mit Blutserum-Agar nach Unna werden wie die 
gewöhnlichen Agar-Platten angefertigt. 

Will man deu Nährwertli von Gelatine, Hausenblase, Carragheen 
und Agar ausschliessen, um den Nährwerth der Zusätze unter reinen 
Bedingungen zu beobachten, so kann man nach W. Kühne!) eine 
durehsichtige Kieselsäuregallerte verwenden. 


%) Zeitschrift für Biologie 1890, XXVIL, 8, 172. 
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'Kehrer‘) empfiehlt zur schnellen Differentialdiagnose die Agar- 
lösungen mit einem einzigen Reagens, z. B. Traubenzucker oder Dextrin 
‚oder Kochsalz ete,, in geringer, etwa 0,25°/,, Menge zu verschen, um 
auf dieser mageren Gallerte die Wirkung des einen Reagens reiner 
hervortreten zu. lassen, weil Agar an sich in. destillirtem Wasser 
gelöst ein ungenägendes Nährmaterial ist. Das letztere gilt auch 
von der reinen Gelatine. 

Dieses Verhalten hat auch Beyerinek®) zur Differential- 
diagnose zu verwerthen gesucht, Vertheilt man Hofen- oder Bak- 
terienkeime gleichmässig in Agar oder Gelatine, der die nöthigen 
Nährsubstanzen der Art fehlen, so entwickeln sich die Kolonien 
nicht.  Giebt man un auf die Oberfläche an verschiedenen Punkten 
Tröpfchen, welche die einzelnen. zum Wachsthum nöthigen organi- 
schen und anorganischen Bestandtheile enthalten, so diffundiren diese 
in die Gelatine und es treten in derselben Stellen auf, in welchen 
sieh einzelne oder alle diese diffundirten Stoffe vermischen. so dass 
an solchen Stellen alles Nährmaterial vorhanden ist. An diesen 
Stellen nun entwickeln sich die Keime in einem „Ausanogramm“ 
und die Methode nennt Beyerincek Auxanographie, Indem 
man so allmählich die einzelnen Bestandtheile einführt, kann man 
bisweilen direct sehen, welche 'Bestandtheile nothwendig sind. Waren 
der Gelatine alle erforderlichen Bestandtheile von Anfang an zuge- 
setzt, so kann man in derselben Weise ihr Verhalten gegen Gifte 
prüfen. 


0) Modificationen der Plattenkulturen durch Verwen- 
dung von Kölbehen und Rollröhrchen, 


Das Verdünnen in einer gelatinirenden Flüssigkeit und das 
Isoliren der vertheilten Keime durch das Erstarren der flüssigen 
(Gelatine wurde von Klebs und de Bary als das Columbus-Ei der 
Methodik gefeiert und dies ist bei der ausserordentlichen Bequem- 


?) Centralblatt f. d. ned. Wissenschaften 1885, Na 41. 

#) Archives Neerlandaises 1889, XXIIT, 8. 367. Beferat von Ludwig in 
Contralblatt für Bakterislogie 1890, VII, Na 11; son Koch in Zeitschrift f. 
w. Mikroskopie 1889, VI, &. 374, und'von Klein ibid. 8.525. 
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man die Gelatineschiebt vom Boden des Kölbehens her wur mit der 
Loupe, aber nicht von oben mit stärkeren Vergrösserungen durch- 
ımustern kann und dass die Entnahme von Material zur mikrosko- 
pischen Prüfung und Uebertragung etwas schwieriger ind nnsicherer 
ist. Babes und Cornil!) haben später dieselben Erlen meyer- 
schen Kölbehen verwendet, aber dieselben mit Pasteur'schen Hel- 
men versehen. Kowälsky®) hat die Erlenmeyer'schen Kölbehen 
so eingerichtet, dass sich die Wand zunächst im rechten Winkel bis 
zu einer Höhe von 1cm erhebt und dann erst nach dem Halse zu 
trichterförmig verengt. 

E. Frank®) hat die Kölbehen im Boden breiter gehalten und 
dann dieselben so flach gemacht, dass sie durch zwei annähernd 
parallele Glaswände begrenzt werden, welche nur in. der Mitte 
durch den mit Wattepfropf versehenen Hals unterbrochen werden. 
Wilfarth*) und Lipez°) haben flache Flaschen mit parallelen 
Wänden angegeben, welche die Oeffnung seitlich tragen: so dass die 
Kultorfläche von parallelen Wänden eingeschlossen und nirgends 
unterbrochen ist; die Entnahme des Materials wird dadurch etwas 
erschwert, doch ist die Beobachtung der Kulturen etwas leichter. 


In ähnlicher Weise sind die flachen Gefässe von Schill®, 
Poetruschky?) und Kamen®) eingerichtet. . 


Flache Gefüsse sind bereits 1881 von Koch") selbst bei der 
Wasseruntersuchung verwendet worden und au derselben Stelle er- 
wähnt Koch zum ersten Male, dass man die im Keagirglase ver- 
Nüssigte Gelatine mit dem auf Keime zu prüfenden Materiale impfen 
und dann nach dem Mischen im Reagirglase oder in Nachen Schalen. 


1) Les Bactöries 1886. 2. Aufl, 8. 96, 

*) Wiener klin. Wochenschrift 1888, No, 10-16. 

#) Vergl. Fodor: D. med. Wochenschrift 1886, No, 36. 
4) Deutsche med. Wochenschrift 1887, No. 28. 

#) Centralblatt für Bakteriologie 1887, I. No. 13. 

%) Centralblatt f. Bakteriologie 1889, V, No. 10. 

7) ibid, 1890. VEIT, No, 20. 

%) ibid. 1891. IX, No, 5. 

#) Mittheilungen 1881, Bd, I, $. 36. 
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erstarren lassen solle. Dies war HABA AL EUNIaEE ae EEE 
turen und ihrer vielen Modificationen. 

‚Salomonsen und Christmas-Dircking- -Holmtelds) 
nahmen die Mischung und Vertheilung der Keime in Gelatine in. 
flachen, gut bedeckten Doppelschalen von Glas vor. Babes und 
Cornil?) und Heydenreich®) haben später dieselben flachen 
Doppelschalen verwendet, bei denen Babes*) später kleine Aen-- 


Fig. Al. 


1985, Fig. 8. 


derungen eingeführt hat. Eben solche Doppel- 
schalen haben noch später auch Petri®) und 
Soyka®) empfohlen. 

Will man diese Schalen beneunen, so muss 
man sie Salomonsen’'sche Schalen nennen, wo- 
mit ich den etwas eigenthümchen Streit um. die 
‚Priorität dieser Entdeckung für beendigt halte. 

W. Hesse’) hatte gezeigt, dass man mit der 
verlüssigten Gelatine die Wand von Röhren mit 
einer dünnen Gelatinenschicht überziehen kann, 
wenn man die Gelatine unter fortwährendem Drehen 
der möglichst horizontal gehaltenen Röhren unter 
dem kalten Wasserstrahle einer Leitung langsam 
erstarren lässt. Sind in der verflässigten Gelatine 
Keime vorhanden, so werden sie in dieser dünnen, 
die Innenwand der Röhre auskleidenden Gelatinen- 
schicht fixirt, wie Hesse selbst später beobachtete*). 
Das Verdienst diese Beobachtungen zuerst in ihrer 
allgemeinen Bedeutung für die Methodik richtig 
erkannt und systematisch durchgeführt zu haben, 
verbleibt Esmarch.®) 


%) Forschritte der Mediein 18%, Il: No. 3. Salomensen’s Teknik 


2) Les Bactiries, $. 108. 
#) Handbuch. 2. Aufl, 1885. 
#) Contralblatt für Bakteriologie 1858, IV, No. 1. 


d. I, No. 9. 


d. K. Gesundheltsumte 1884, Bd. II, 8. 182. 
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Die Gelatine wird in den Reagirgläsern in der gewöhnlichen Weise 
verflüssigt und geimpft; durch Hin- und Herbewegen oder leichtes 
Schütteln werden die Keime vertleilt und dann wird, Fig. 41, die 
festschliessende Gummikappe G über den Wattepfropf W gezogen, 
Darauf wird das Röhrchen mit der verflüssigten Gelatine in einer 
Schale mit eiskaltem Wasser so lange gleichmässig gedreht, bis die 
Gelatine in dünner Schicht gl das Röhrchen A innen auskleidet. 
Dana nimmt man das Röhrchen aus dem Wasser, nimmt die Gummi- 
kappe ab, damit durch die Watte wieder Luft zutreten kann. War 


Fig. 42. 


der Wattepfropf durch Gelatine benetzt, so zieht man ihn etwas vor; 
ist er ganz mit Gelatine befeuchtet, so muss er ev. durch einen 
frischen ersetzt werden. 

Hermann!) bewirkt die Herstellung der Rollröhrchen mit 
einem durch die Wasserleitung getriebenen Rad und Schill?) ver- 
wendet, um das Benetzen des Wattepfropfes zu vermeiden, kleine 
Medieinflaschen. Zur gleichmässigen Vertheilung der Gelatine an 
der Wandung bringt Schill in das die verflüssigte Gelatine ent- 
haltende Rohr ein zweites, entsprechend engereres Reagirglas, so 

1) Centralblatt für Bakteriologie 1890, VIEL, No. 2 

%) ibid. 1880, V, No. 10, 
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grössere Anzahl der aus den getrennten Keimen herrorgehenden 
Kolonien sehen kann. Dagegen hat die Verdünnung in Flüssigkeiten 
den Vortheil, dass man die Keime besser von einander trennen kann 
als in.den zäheren gelatinirten Flüssigkeiten. In Folge dessen er- 
giebt die Verdännungsmethode in Flüssigkeiten in der Regel mehr 
Keime als die Verdünnung durch gelatinirende Lösungen, Besonders 
bei der Luft- und Wasseranalyse hat sich dies öfters herausgestellt, 
aber auch bei anderen bakterienreichen Mischungen ist dies beobachtet 
worden. Fol!) behauptet geradezu, dass auf Nährgelatine bei 12 his 15° 
nur 4°/, der vorhandenen resp. der bei 37% sich in Bouillon entwickeln- 
den Keime zur Entwicklung kommen und Kuis1?) fand, dass von 10000 
Keimen auf Agarplatten selbst bei 37% nur 50 Kolonien auswuchsen. 
Ebenso behanptet v. Freudenreich®), dass bei der Luftanalyse 
die Gelatinemethode zu wenig Keime liefert, Hansent) giebt das- 
selbe für die Wasseranalyse an und Miquwel?) theilt eine grössere 
Reihe von Versuchen mit, nach denen für die Luft- und Wasser- 
analyse die Verdünnung in Flüssigkeiten bessere Resultate gab als 
‚die Plattenmethode, 

Manche dieser Angaben sind wohl übertrieben und auf nicht 


ganz richtige Verwendungsweise der Plattenmethode zurückzuführen 
und sie lassen „usnahmslos die groben rechnerischen Fehler der 
Verdünnungsmethoden ausser acht. Die zu einem entgegengesetzten 
Resultate führenden Versuche von Petri‘) und Bolten?) sind zu 
wenig zahlreich und theilweise zu ungenau um entscheidend zu sein, 
Die Versuche von Maschek®) und viele vergleichende Prüfungen in 
meinem Laboratorium, bei denen auch die rechnerische Seite und 


3) Archives des sciences physiques et naturelles 1885, Bd. 13, & 110. 

?) Aerztliches Intelligenzblatt 1535, No, 36, 

#) Archives des sciences physiques et naturelles de Genöre 1886, Bi. 15, 
No, 2; 1886, Bd. 16, No, 12. 

4) Faitschrifs f. d. gesammte Brauwesen 1858, 

) Annuaire de l’obserratoire de Montsouris pour 1888, 

®) Centralblatt für Bakteriologie 1887, IT, No. 5 und 6; Zeitschrift für 
Hygiene 1887, TIL, 8. 1. 

?) Zeitschrift fir Hygiene 1836, I, 8. 76. 

#) Programm der Oberroalschnle in Leitneritz 1887. 
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nach Koch, 8. 340, meist viel bequemer und ebenso zuverlässig ist, 
kommt diese combinirte Methode in erster Linie zum Zählen der 
Kolonien in Betracht. Die Gelatine und das Agar-Agar werden 
für diese Falle am besten in Erlenmeyer’schen oder Franke ’schen 
Kölbchen gehalten und verflüssigt, weil man dadurch secundäre Ver- 
unreinigung am besten ausschliesst. Man kann aber auch bisweilen 
Platten oder Rollröhrchen vortheilhaft anwenden. 

Diese Verbindung der Plattenmethode mit der Verdünnung in 
Flüssigkeiten habe ich!) vortheilhaft verwendet, um Blutserum 
in Form der Plattenkulturen bei Körpertemperatur anzuwenden. 
Das steril aufgefangene oder aterilisirte Blutserum wird auf 37° 
erwärmt. Inzwischen ist eine in Aachen Kölbchen gehaltene 2°, 
Agar-Agargallerte, welche aus reinem Agar oder aus Agar mit Zu- 
sätzen von Pepton, Zucker ete, besteht, aufgekocht und bis auf 42° 
abgekühlt worden. Das Blutserum wird nun geimpft, die Keime 
werden zum Verhüten der Blasen- und Schaumbildung durch vor- 
sichtiges Hin- und Herbewegen möglichst genau vertheilt und dann 
wird das inficirte, 37° warme Blutserum zu dem flüssigen 42° war- 
men Agar hinzugegossen. Darauf wird in der Mischung des keim- 
haltigen Blutserums und des keimfreien Agar nochmals durch Hin- 
und Herbewegen für eine gleichmässige Vertheilung der Keime ge- 
sorgt und dann lässt man die Masse ruhig erstarren. War das Aus- 
gangsmaterial sehr keimreich, so muss man mit Blutserum ein Ori- 
ginalglas und von diesem mehrere Verdünnungen anlegen und mit 
jeder derselben ein Agarkölbehen versehen. 

Vor einigen Jahren standen sich die Methoden mit gelatinirenden 
Medien und die Verdünnungsmethode mit Flüssigkeiten so feindlich 
gegenüber, dass eine Verständigung ganz unmöglich schien. Jetzt 
sind so viele Verbindungsmöglichkeiten dieser Methoden verwirklicht, 
dass man erostlich kaum noch von unverstandenen und unyersöhnlichen 
Gegensätzen der Pasteur-Naegeli'schen und der Schröter- 
Koch’schen Methodik reden kann und nur der Vebereifer einiger 
Auhänger der einzelnen Richtungen versucht noch gelegentlich einmal 
die glücklich überwundenen Gegensätze aufleben zu lassen. Die 


*) Centralblatt für Bakteriolögie 1887, I, No, 20, 
Maeppe, Bakterion-Porschung. 5. Auflage. 





Dei den gewöhnlichen Methoden tritt Lafl durch die Watte- 
verschlüsse zu und ran sieht schon bei diesen Methoden, dass manche 
Bakterien sich mit Vorliebe an der Oberfläche der Gelatine oder der 
Flüssigkeiten entwickeln, wo. die Luft frei zutreten kann, während 
andere im Innern der Gelatine besser wachsen, wo Sauerstoff 
beschränkung besteht. In Flüssigkeiten sieht man bisweilen, dass 
manche Arten sich im Innern derselben vermehren, ehe es zu einer 
Deckenbildung kommt; dieses Verhältniss kann man auch als Hydro- 
biose bezeichnen, Auch hierbei besteht vielleicht schon eine Be- 
schränkung des Sauerstofs, da derselbe wohl von der Flüssigkeit 
absorbirt werden könnte, während in Wirklichkeit die in den oberen 
Schichten der Flüssigkeit lebenden Bakterien den Sauerstofl ver- 
brauchen und denselben deshalb gar nicht in die Tiefe der Flässig- 
keit eindringen lassen. Dies ist besonders von Duclaux hervor- 
gehoben worden, um die Hydrobiose von vornherein als eine Form 
der Anasrobiose anzusprechen. Vielfach steht es aber in derartigen 
Fällen so, dass die Hydrobiose von beweglichen Bakterien ausgeübt 
wird, welche indie oberen Flüssigkeitsschichten emporsteigen, sich 
dort mit Sauerstoff beladen, also das spätere Leben in der Flüssig- 
keit init Luftsauerstoff vollziehen können, Auf jeden Fall ist die 
reine Hydrobiose, besonders bei beweglichen Arten, kein zwingender 
Beweis für die Lultabwesenheit im Innern der Flüssigkeit. Wohl 
aber ist dies in der Regel der Fall, wenn sich Bakterien- oder Pilz- 
häntehen auf der Flüssigkeit bilden. Nach Pasteur verbrauchen 
diese sicher den Luftsauerstof’ an der Oberfläche und verhindern 
seine Diffusion in die darunter befindliche Flüssigkeit, so dass im 
Innern derselben lebende Bakterien dies ohme Luftsauerstoff thun 
müssen. r 

Um über die causalen Beziehungen der Hydrobiose klar zu werden, 
muss man auch das Umgekehrte der Anagrobiose in Betracht ziehen 
und Versuche mit längerem Durchleiten von Luft anstellen. 
Dis Kölbchen oder Reagirgliser, Fig. 43 R, werden mit einem luft- 
dichtschliessenden doppeltdurchbohrten Gummipfropf & versehen, in 
dessen einer Durchbohrung «in rechtwinkelig gebogenes, bis auf den 
Boden der Flüssigkeit reichendes Glasrohr L steckt, welches zum 
Filtriren der Luft mit einem Watteverschluss versehen ist. Das 





Die experimentelle Technik, 


andere, unter dem Pfropf endigende Glasrohr As wird mit einen 
Aspirator oder mit der Wasserstrahlpumpe verbunden und durch 


Fig. 43. 


Aspiriren an demselben dauernd Luft durchgesaugt, 
welche von o aus durch die Flüssigkeit g in Blasen 
anfsteigt, deren Geschwindigkeit nach Bedarf re- 
gulirt werden muss. 

Eine Beschränkung des Luftzutritte, 
welche oft schon bis zu völligem Luftabschlusse 
geht, erreicht man in verschiedener Weise, 

Klebs!) hat den Apparat Fig. 44 angegeben. 
In ein äusseres oylindrisches Gefüss AG], welches 
mit einer Schicht Quecksilber Hg versehen wird, 
taucht eine unten offene Glocke I GI bei geöffneten 
Hahn H ein. Nach Schliessen des Hahnes H kann 
man die innere Glocke beliebig hoch heben und in 
der gewünschten Stellung durch die am Stativ St 
festzustellende Klammer K] befestigen. Man kann 
durch verschieden tiefes 
Einsenken oder Hochheben 
der inneren Glocke den 
Druck und die Sauerstoff- 
spannung in derselben ver- 
ändern, Die zu prüfenden 
Objecte werden auf einen 
im Quecksilber stehenden 
eisernen Untersatz gestellt. 
Der trichterförmige Auf- 
satz a dient, unter ent- 
sprechendem Oeffnen des 
Hahnes H, zur Regulirung 
des Luftdruckes im Innern 
der Glocke oder zur Er- 
neuerung der Innenluft oder 
auch zur Entnahme von 
Luftproben, 


Fig. 44. 
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Eine starke Beschränkung der Luft findet auch in dicken Gelatine- 
schichten statt, wobei die Autoxydation der Gelatine wesentlich unter- 
stützend wirken dürfte. Man sieht dies schon bei Strichkulturen. 
Besser ist es aber, das Material nach Hesse!) auf den Grund des 
Glases zu bringen und verflüssigte Gelatine aufzugiessen, welche nach 
‚dem Erstarren den in der Tiefe befindlichen Gegenstand abschliesst. 
Man kann auch eine gewöhnliche Strichkultur in fester nn 
Gelatine aulegen vder eine in verflüssigter Gelatine ver- FE 
dünnte Mischung erstarren lassen und giesst dann eine 
‚Schicht Gelatine oder Oel O, Fig. 45, auf, so dass die 
Kolonien g in der erstarrten unteren Gelatineschicht ohne 
Luftzutritt sich entwickeln müssen. Agar-Agar kann in 
ganz derselben Weise behandelt werden und seine Eigen- 
schaft, bisweilen in gährfähigen Zucker überzugehen, 
kann dabei gelegentlich vortheilhaft zur Geltung kommen. 

Nach Koch®) kann man zum Luftabschlusse auf 
die Gelatine- oder Agar-Agarplatten, wenn die Gelatine 
sben zu erstarren beginnt, ein dünnes Blatt von Marienglas oder 
Glimmer auflegen, welches mindestens ein Drittel der Gelatine- 
oberfläche in der Mitte bedeckt. „Das Glimmerblatt legt sich 
wegen seiner Elastieität vollständig der Gelatinefläche an und sperrt 
also an der bedeckten Stelle die Luft ab.“ Anaörobiotische Bak- 
terien wachsen auch unter der Glimmerplatte zu Kolonien aus, 
während exquisit aörobiotische unter der Platte nur etwa 2 mm 
weit gut wachsen, „bis wohin noch eine Diffusion der Luft dringen 
kann.“ Von den aßrobiotischen Bakterien bilden sich unter der 
Glimmerplatte nur „ganz ausserordentlich kleine, dem blossen Auge 
nicht sichtbare Kolonien, die wahrscheinlich von dem noch in der 
Gelatine enthaltenen Sauerstoff ihr Leben gefristet haben, die sich 
aber nachher nicht weiter vergrössern.“ 

Nach Esmareh erzielt man eine fust vollständige Verdrängung 
der Luft, wenn man den Hohlraum von fertig gemachten Röllröhrchen 
mit flüssiger Gelatine ausfüllt. Da die dünnen Gelatineschichten der 


3) Deutsche ined. Wochenschrift 1885, No. 14. 
#4Berliner klin. Wochenschrift 1684, No, 31. 
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aber Absorption des Sauerstoff, so dass von da ab die Entwicklung 
anaerob ist, wenn mau nunmehr zur geeigneten höheren Pemperatur 
übergeht. ® Fr 

Eine sehr bequeme Methode für starke Beschränkung. bis zum 
vollständigen Ausschlusse der Luft ist die von mir!) eingeführte 
Kultur in Biern. 

Die frischen Eier werden Ausserlich sorgfältig gereinigt, darauf 
wird die Schale mit Sublimatlösung sterilisirt und mit sterilisirtem 
Wasser abgespült und dann werden die Eier mit steriler Watte ab- 
getrocknet. Nach dieser Vorbereitung wird an der Spitze des Bies 
mit geglähtern Instrumente eine feine Oeflnung gemacht und durch 
diese hindurch mit Platindraht, Platinöse oder Glaskapillare die In- 
fection des Eies bewirkt. Hierauf wird die Oeffnung mit einem 
kleinen Stücke eines feinen sterilisirten Papiers bedeckt und das 
Ganze mit einem Collodiumhäntchen dicht geschlossen. Auch im 
Innern des Bies befindet sich in Folge des Oeffnens und der Diffusion 
durch die Schale etwas Sauerstoff, welcher bei dem Auskeimen der 
eingeimpften Keime in Prage kommen kann. Sobald sich aber in 
Folge des Wachsthums reducirende Gase z. B, Schwefelwasserstof 
bilden, herrscht im Innern des Eies vollständig Anuerobiose Gegen- 
über allen andern Methoden ist hier ein wichtiges, bis jetzt sehr 
wenig ‚beachtetes Moment berücksichtigt, insofern sich die Entwick- 
hung im Ki auf Kosten eines ganz unveränderten Substrates vollzieht, 

Für ana&robiotische Gährungen kann man das Material, wie bei 
den Massenkulturen, oft vortheilhaft rorbereiten. So erhielt Ki- 
tasato*) Reinkulturen der Tetanusbacillen, indem er das sporen- 
haltige Material ca. 1 Stunde auf 80° erwärmte und dann erst die 
Anaörobiose (Durchleiten von Wasserstoff) ausführte. Kitt®) ver- 
dünnte den Eiter mit sterilisirtem Wasser und machte dann Impf- 
striche (also ähnlich wie Löffler und Schütz bei Rotz) auf Serum 
und brachte dann die Kulturen unter Anasrobiose (Buchner'sche 
Methode). 


3) ibid. 1888, Bd. IV, No. 3. 
*) Zeitschrift für Hygiene 1889, VII, 8. 298. 
3) Centralblatt für Bukteriologie 1890, VII, No. 10. 
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‚Vollständiger Ausschluss der Luft kann in verschie- 
dener Weise erzielt: werden: 1. kann die Luft durch andere Gas 
verdrängt -und orsetzt werden; 2. kann man durch Koehen der 
Füssigkeiten Wasserdampf entwickeln, welcher beim Ausströmen die 
Luft austreibt; 5. kann man die Luft durch die Luftpumpe entfernen. 

Die Prüfung auf Abwesenheit von Sauerstoff kann mit alkalischer 
Pyrogallolösung erfolgen, weil diese klare, gelbbräunliche Lösung 
durch Sauerstoff sofort dunkel gefärbt wird. Auch Indigotin ist 
brauchbar. Man versetzt die Controllprobe der alkalischen Bouillon 
‚oder Gelatine mit einigen Tropfen der concentrirten wässerigen Lö- 
sungen und kocht auf. Hierbei verschwindet die blaue Farbe und 
kehrt bei Luftabschluss nicht wieder, während sie bei Luftzutritt 
allmählich wieder erscheint, Nuch Gunning ist Perroferrocyanür 
noch empfindlicher und es bleibt bei Abwesenheit von Luft weiss, 
während es sich bei Luftzutritt sofort bläut, 

I. Verdrängen der Luft durch Gase. Die zum Ver- 
drängen der Luft bestimmten Gase werden in einem Kipp’'schen 
‚Apparate entwickelt. Kohlensäure ist für die meisten Bakterien 
direet schädlich, so dass man ein anderes indifferentes Gas wählen 
muss. Nach den bisherigen Beobachtungen ‚scheint Wasserstoff dies 
bis zu einem hohen Grade zu leisten. Das aus käuflichem Zink 
und verdünnter Schwefelsäure erhaltene Gas muss erst eine Wusch- 
flasche mit alkalischer Bleilösung passiren zur Absorption etwaiger 
Spuren von Schwefelwasserstoff, dann eine Waschflasche mit Silber- 
nitrat zur Absorption von Arsen und schliesslich eine Flasche mit 
alkalischem Pyrogallol zur Absorption mitgerissenen Sauerstofls. 
Man kann das Gas auch zum Reinigen erst durch verdünnte Jod- 
Jodkaliumlösung, dann durch verdünnte Natronlauge und schliess- 
lich durch ein mit Paraffinstücken gefülltes Rohr gehen lassen, 

Man kann die ganzen Kulturplatten in grosse, Glocken mit auf- 
geschliffenen Deckeln setzen, welche Tuben für Zu- und Ableitung der 
Luft resp. der Gase haben, in welche luftdicht schliessende Gummi- 
pfröpfe eingesetzt werden. In diesen einfach durchbohrten Gummi- 
pfropfen stecken Glasröhren, von denen eine mit dem Gasentwick- 
Iungsapparate verbunden wird, während die Luft aus der anderen 
entweicht. Nachdem die Luft durch Gas ersetzt ist, wird erst die 
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zum Entweichen der Luft bestimmte Röhre an, a eo 
schmolzen und darauf die Gas zuführende Röhre. 

Bequemer ist das Ueberleiten von Wasserstoff über die 
im Kölbchen oder Reagirglase befindliche geimpfte Nährlösung. 
Solche Vorriehtungen sind von Hauser‘) und Liborius?) ange- 
geben. Das Reagirglas trägt etwas über der Flüssigkeit seitlich 
einen Ansatz, der mit dem Gasentwicklungsapparate verbunden wird. 
Nach dem Boschieken und Infieiren wird das Glas etwas unterhalb 
des Wattepfropfs ausgezogen und während noch das Gas übergeleitet 
wird, an dieser Stelle zugeschmolzen. Dann wird auch der das Gas 
zuführende Ansatz zugeschmolzen. 

Das Deberleiten von Gasen genügt aber nicht, um die Luft 
sicher aus Flüssigkeiten zu vertreiben und es ist deshalh mehr zu 
empfehlen, die Gase durch die Flüssigkeiten durchzu- 
leiten. Dies haben früher schon Exner, vr 
dann E. Buchner?) und später Ronxt) Fig. 
und Liborius?) gethan. Rour hatte 
seine Apparate schon 1884 auf der Lon- 
doner Ausstellung ausgestellt, dieselben 
‚aber erst später in allgemein zugänglicher 
Weise veröffentlicht. Das Durchleitungs- 
rohr ist seitlich am unteren Ende des 
Reagirgiases eingeschmolzen und läuft 
diesem parallel nach oben. Liborius 
hat den Apparat Fig. 46 angegeben. 
Das Durchleitungsrohr D ist bei d! in 
das Reagirglas A eingeschmolzen und 
reicht bis auf den Grund desselben. Das 
Reagirglas wird unter der mit Watte- 
pfropf versehenen Oeffnung bei a etwas 
ausgezogen, mit der Triehterröhre Tr gefüllt, sterilisirt und dann 

1) Ueber Fäulnissbakterien 1885. 

#) Zeitschrift für Hygiene, 1856, Bd. 1, 8. 115, 

%) Zeitschrift für physiologische Chemie 1685, IX, 8. 380. 

4) Annales de I'Institut Pasteur 1897, Bd. L 8. 58. 

#) Zeitschrift tür Hygiene 1886, Bd. I, 8. 127. 
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des Rohres a ist dann nicht nöthig. Bisweilen ist es erforderlich, 
das Rohr a viel tiefer herabreichen zu lassen und es in ein mit 
Quecksilber gefülltes Becherglas eintauchen zu Jassen.. Der Gummi- 
pfropf wird beim Einsetzen etwas angefeuchtet, um fester zu 
schliessen, und an der Verbindungsstelle mit dem Glase und den 
Röhren wird er sorgfältig mit Paraffin überzogen. Nach ‚einer 
mündlichen. Mittheilung hat sich auch Brieger eines ähnlichen 
Durchleitungsverfahrens schon seit einiger Zeit. bedient, 

€. Fränkel!) hat später fast genau dasselbe Verfahren an- 
gogeben und zwar wohl unabhängig von Brieger und mir, da 
Brieger das seinige nicht publizirt hat und das meinige durch 
den Ort der Publication etwas schwerer zugänglich war. Er nimmt 
zum Verschlusse des Reagirglases einen luftdicht schliessenden, doppelt 
durchbohrten Guinmipfropf, in dessen einer Durchbohrung ein längeres, 
zur Gaszuleitung dienendes, bis auf den Boden reichendes Rohr steckt, 
während das Rohr in der anderen Durchbohrung unmittelbar unter 
dem Gummipfropf endigt. Noch während des Durchleitens. des 
Wasserstoffs wird das kürzere Glasrohr und dann das Zuleitungs- 
rohr abgeschmolzen. 

Bei Agar-Agar ınuss man das Gas schneller durchströmen lassen, 
weil man bei 40—42° arbeiten muss und diese Temperatur nicht 
zu lange einwirken soll Die Gelatine muss bei 30—35° gehalten 
werden, um gut flüssig zu sein. Bei Verwendung von Kölbchen 
kann mau nach Mischen der Keime eine Plattenkultur am Boden 
des Kölbchens erhalten. Bei Verwendung von Reagirgläsern rollt 
man die verflüssigte Gelatine nach dem Mischen und Vertheilen der 
Keime in einer Schale mit. kaltem Wasser oder unter der Wasser- 
leitung aus, während man Agar-Agar in Wasser von 40% ausrollt, 
welches man durch Zusetzen von kaltem Wasser, langsam bis auf 
30 bis 35° abkühlt, oder ınan rollt die Agarröhrchen direkt in. der 
Hand aus. 

Wenn man dies auch schon mit den Röhrchen nach Liborins 
thun kann, so sind doch die Kölbchen und Reagirgläser nach dem yon 
mir, Brieger und C. Fränkel angegebenen Verfahren viel bequemer 


?) Contralblatt für Bakterlologie 1898, Bd. IT; No, 23-2, 
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und billiger und man kunn mit dieser sehr bequemen Methode alle | 
Vortheile der Plattenmethode ausnützen. 

"Ebenso kann man das Binleiten' von Wasserstoff‘ versah 
um Kartoffelscheiben oder feste Substrate, wie Agar und Blutserum, 
in Reagirgläser für die Anatrobiose zu verwenden, indem man am ein- 
fachsten das Glas während des Einleitens nach Löffler und Puchst) 
mach unten hält und, nachdem einige Minuten Gas eingeleitet ist, 
von unten mit einem Gummipfropf fest verschliesst, der nachher 
noch paraffinirt wird. 

Blücher®) und Botkin®) haben Apparate angegeben, in 
welchen man Plattenkulturen in einer Wasserstolfatmosphäre kulti- 
viren kann. 

ll. Das Verdrängen der Luft durch Wasserdampf er- 
folgt beim Kochen, wobei der durch die Siedetemperatur entwickelte 
Wasserdampf beim Ausströmen die Luft witreisst, Da das Kochen 
aber die Keime zerstört, muss eine Vorkehrung getroffen werden, 
um dio Infection nach erzielter Luftleere vomehmen zu können, ohne 
dass Luft zutritt und ohne dass die Keime leiden. Ein von Pasteur 
angegebenes Verfahren wird später erwähnt. Hüfner‘), Bosen- 
bach®) und Liborius 1. c. haben hierzu die Infectionsfortsätze 
angebracht; auch die von Aitken angegebenen Tuben tragen solche 
Fortsätze. Dicht unter der Stelle, an der später das Reagirglas 
‚oder Kölbehen ausgezogen und zugeschmolsen werden soll, befindet 
sich seitlich ein feines, spitz ausgezogenes Glasrohr, welches in die 
Infeetionsfüssigkeit eingetaucht und mit derselben gefüllt und wieder 
wugeschmolzen wird. Nach Auskochen der Flüssigkeit wird das 
Reugirglas oberhalb dieses seitlichen Ansatzes ausgezogen und zu- 
geschmolzen und dann nach dem Abkühlen auf Bluttemperatur durch 
Neigen der Inhalt des Infectionsfortsatzes in die Flüssigkeit über- 
geführt. Diese Art, die Flüssigkeit Iuftleer zu machen und zu in- 


2) Ein auerober Elterungserreger. Dissert, Greifswald 1890, Citirt vom 
Löffler, Centralblatt f. Bakteriologie 1890, YIL, No, 20, 

%) Zeitschrift für Hygiene 1890, VIIT, 8. 499. 

#) ibid. 1890, IX, 8, 388. 5 

4) Journal f, prakt. Chemie, N. F., Bd. XIH. 

%) Deutsche Zeitschrift für Chirurgie, Bd, XVI, 
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fieiren, ist aber so umständlich, dass sie jetzt ganz verlasssen werden 
kann, Einen Vorzug hat die Methode vor den inter I besprochenen, 
dass nämlich keine fremden Bestandtheile zugeführt werden. Auch 
ein so indiflerentes Gas wie Wasserstoff ist nicht für alle Bakterien 
gleich indifferent und bei der Zerlegung der Substrate kann es in 
statu nascendi gelegentlich auch zur Activirang von Wasserstoff 
kommen nnd dies muss öfters sicher ausgeschlossen werden, besonders 
dann, wenn man die entstehenden Gase wmtersuchen will. Da viel 
Wasser verdampft, müssen die Lösungen von vornherein stark ver- 
dünnt sein. Nikiforoff') zieht Glasröhren von 1 cm Weite so 
aus, dass ein Stück von 3—5 em Länge als Reservoir unberührt 
bleibt; an einer Seite wird das kapillar ausgezogene Rohr etwa 
3—4 cm von dem Reservoir entfernt abgeschmolzen, ‘während an 
der andern Seite eine Kapillare von ca. 1—2 mm Weite und ca. 
25 cm Länge ausgezogen wird. Dieser lange Kapillar-Ansatz wird 
bei 10 em Entfernung vom Reservoir umgebogen, so dass man mit 
ihm in Reagirgläsern bis auf den Boden reichen kann. Das Röhr- 
chen lässt man mit dem offenen langen Ende in ein mit sterilem 
Wasser gefülltes Reagirglas tauchen und erwärmt daun das Reservoir 
leicht, so dass beim Wiederabkühlen etwas Wasser in das Reservoir 
aspirirt wird. Die einzufüllenden Flüssigkeiten sind vorher durch 
Kochen Iuftfrei gemacht. Nun erhitzt man das Reservoir bis zum 
Sieden des Wassers und bis zum fast vollständigen Verdampfen 
desselben und taucht nunmehr das offene Ende der Kapillare in die 
huftfreie Nährlösung, welche jetzt durch die Kapillare in das luft- 
verdinnte Roseryoir einstürzt. Nachdem 30 das Röhrehen mit 
sterilisirter Iuftfreier Nährlösung gefüllt ist, wird die lange Ka- 
pillare an der Umbiegungsstelle abgeschmolzen. Das Impfen geschieht 
unter Abbrechen dieser Stelle mit Platindraht oder durch Einführen 
kleiner, mit Impfmaterial vollgesaugter feinster Kapillarröhrchen. 
Nach der Impfung erhitzt man das kapillare Ende des Kulturgläs- 
‚chens von Nenem und schmilzt wieder zu. 

IE. Methoden, bei denen die unft durch die Luftpumpe 
abgesaugt wird. Zum Absaugen dient eine gnbe Luftpumpe oder 
eine Wasserstrahlpumpe oder allenfalls ein einfacher Aspirator, 


") Zeitschrift für Hygiene 1890, VIIT, S. 489, 
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Wähend des Saugens befindet sich die Kugel A im Wasserbade 
und der Glasstab b wird so weit herausgezogen, dass der Stöpsel 
sich ungefähr bei » befindet. „Sobald die Luft entfernt ist, was 
man an dem stossweisen Aufkochen und Anschlagen der Flüssigkeit _ 
an die Wände des Gefisses erkennt, wird durch 
vorsichtiges Drehen der Glasstab hinuntergedrückt, 
bis durch den Stäpsel die in der Kugel A befind- 


Fig. 49. 
3 


Verfahren vollständig. 


liche Flüssigkeit hermetisch ab- 
geschlossen ist. Sodann wird 
während des Aspirirens mittelst 
einer spitzen Flamme bei d das 
Rohr zugeschmolzen und nach 
dem Erkalten das zugeschmol- 
zene Ende in einer coneentrirten, 
soeben bereiteten alkalischen 
Pyrogallollösung abgebrochen. 
Nachdem hinreichend, bis etwa 
zu der Höhe n Pyrogallollösung. 
eingetreten ist, wurde das Rohr 
d von Neuem zugeschmolzen.“ 
Diese Methode kann wohl 
die Möglichkeit der Anagrobiose 
zeigen; aber als Methode der 
Reinkultur bei Luftabschluss 
kann man sie nicht gelten las- 
sen. Dies leistet aber das von 
M. Gruber!) angegebene 





Fig. 50. 


Man nimmt entweder längere Reagir- 


gläser oder schmilzt ca. 22—25 cm lange Stücke eines leicht 
schmelzbaren, starken Glasrohres an einem Ende zu. Diese Gläser, 
Fig. 50, werden in üblicher Weise gereinigt, getrocknet und dann 
an einer Stelle a derart verengt, dass der untere Abschnitt etwa 15, 
der obere oflene eirca 5—6 cm lang ist; dann werden die Gläser 
in gewöhnlicher Weise mit einem Wattepfropf versehen und steri- 


1) Centralblatt für Bakteriologie 1887, 1, No, 12, 


























toffel k in Fig. 27, 8.271 das Reagirglas unter dem Wattepfropf w. 
bei h ausziehen und zuschmelzen. Die Röhrehen hatten vorber ent- 
weder bei a oder b einen Glasansatz erhalten, den man mit der. 
Luftpumpe verbindet und nach dem Evacuiren an der Flamme ab- 
schmilzt. In meinem Laboratorium ziehen wir es vor, das Eraeuiren 
ähnlich wie bei dem Gruber'schen Verfahren vorzunehmen, Nach 
dem Impfen der Kartoffelscheibe wird der Wattepfropf w so weit in 
das Glas hinabgedrückt, dass man einen Gummipfropf wie & bei 
dem Gruber’schen Verfahren, Pig. 50, aufsetzen kann. Der Vor- 
sicht halber evacuiren wir bei Kartoffelscheiben ea. 20 Minuten, 
dann wird während des Evacuirens der äussere Schenkel des vor- 
stehenden Glasröhrchens Lp an der Knickung zugeschmolzen. Das 
fertige Röhrchen unterscheidet sich von dem Gruber’schen dadurch, 
dass es den Gummipfropf mit dem vorstehenden, abgeschmolzenen 
Glasröhrehen trägt, während bei Gelatine und Flüssigkeiten dieser 
obere Theil nach dem Zuschmelzen bei a, Fig. 50, wegfällt. Bei 
Kartoffelkulturen in dieser Weise kann man dasselbe Reagirglas 
öfters benutzen. bedarf aber zu jedem Glase einen besonderen 
Gummipfropf; bei Flüssigkeiten bedarf man nach Gruber für jeden 
Versuch eines besonderen Glases, kann aber den Gummipfropf für 
viele Gläser hintereinander verwenden. Schottelius‘) hat für 
Kartoffeln grössere Fläschehen angegeben, deren zum Einbringen der 
Kartoffeln und zum Infieiren dienende Oeffnung durch eine Iuftdicht 
aufgeschliffene Glaskappe verschlossen werden kann, Das Evacniren 
erfolgt dureh einen seitlich angeschmolzenen Ansatz. 


Fig. 51. 
Statt der Reagirgläser kann man auch flache parallelwandige 
Gefässe, Fig. 51, anwenden. Dieselben werden geimpft, dann wird 


der Wattepfropf w bis zu einer vorher verengten Stelle in den Hals 
eingestossen und das Ende h mit der Luftpumpe in Verbindung g=- 


5) Contralblatt für Bakteriologie 1887, Bd. II, No. 4. 
Huoppa, Nakterion-Purschung, 3 Auflage, E73 











vervinfachte Durchleitung von Gasen nach mir und Fränkel ist 
vielleicht noch etwas einfacher und zur Trennung der Keime meist 
ebenso sicher, aber sie hat, den oft grossen Nachtheil, dass das ein- 
geführte Gus nicht sicher und für alle Arten indifferent ist, dass es 
zu secundären chemischen Umsetzungen führen und dadurch stören 
konn und dass es über Gasbildung nicht urtbeilen lässt. Beide Me- 
thoden gestatten, die Vortheile der gelatinirenden Medien für die 
Trennung der Keime auszunutzen und werden dadurch zu allgemein 
verwerthbaren expeditiven Methoden über Anasrobiose. Gerade bei 
Anaörobiose haben aber die Flüssigkeiten 80 viele Vorzüge für das | 
Wachsthum der Bakterien, dass man wohl öfters auch die Verdün- E 
nung in Flüssigkeiten vorausschicken wird und die Volumeinheiten | 
mit je einem Keime direct in Flüssigkeiten impft. Für diese Fälle 
sind die ältere Pasteur’sche Anordnung, Fig. 48, das Gruber- 
sche Röhrchen, Fig. 50, und, wenn Gase nicht stören, die Durch- 
leitung von Wasserstoff nach mir und Fränkel, Fig. 47, gleich 
bequem. 

Bis jetzt wurde keine besondere Rücksicht auf das Entweichen 
und Auffangen der Gase genommen. Man kann dies einfach er- 
reichen, wenn man die Spitzen der zugeschmolzenen Röhrchen unter 
Quecksilber abbricht, 

Um eine schnelle Orientirung über Gasbildung hei Luftabschluss 
zu erreichen, empfehlen Miquel?) und Th. Smith®) die bekannten 
Gährkölbchen für die Zuckerbestimmung im Harn. 

Pasteur?) versuchte dies auf folgende Weise zu erreichen; 
Fig. 53 und Fig. 54. Ein Kolben von der Form der Fig. 53 wird | 
mit der Lösung gefällt, das Ableitungsrohr taucht in eine mit der- 
selben Lösung gefüllte Porzellanschale, Die Flüssigkeit im Kolben 
und die der Porzellanschale werden gleichzeitig etwa eine halbe 
Stunde gekocht, um alle Luft resp. den Luftsauerstoff aus der Flüssig- 
keit zu vertreiben. Durch den sich entwickelnden Dampf wird die 





#) Annuaire de Vobservatoire de Montsouris pour Tan 1889, 5. 485. 
*) Centralblatt für Bakteriologie 1890, VII, Na. 10. ; | 
#) Ptudes sur la bitte 1876, 8, 229 fM, Des rapports de loxygähe arec | 
1a levure. 
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Flüssigkeit aus dem Ballon herausgetrieben, aber es steigt dann 
wieder durch Kochen luftleer gemachte Flüssigkeit aus der Porzellan- 
schale in den Kolben zurück; dies wiederholt sich während der Dauer 
des Kochens einige Mal. Dann lässt man abkühlen. Während des 
Abkühlens habe ich es vortheilhaft gefunden, die Flüssigkeit in der 
Porzellauschale mit einer Schicht von vorher sterilisirtem Oel zu 
bedecken, um eine nachträgliche Absorption von Sauerstolf möglichst 
zu verhindern. Nach vollständigem Abkühlen bringt man das Al- 


Fig. 58. 





leitungsrohr zum Auffangen sich bildender Gase unter sterilisirtes 
Quecksilber und stellt den ganzen Apparat in den Brütofen. Zur 
Controlle wendet Pasteur Kolben an, Fig. 54, von der doppelten 
Grösse, welche nur zur Hälfte gefüllt werden, so dass reichlich 
Sauerstoff zu Gebote steht, Zum Impfen des Kolbens, Fig. 58, 
kann man sich der frülieren Methoden nicht bedienen. Man bringt 
deshalb in frischer Gährung befindliche Lisung in den Ansatz über 
dem Glashahn, der vorzüglich schliessen muss. Nach dem Abkühlen 
lässt man unter schnellem Oeffnen und Wiederschliessen des Hahns 
einige Tropfen der in der Gährung befindlichen Lösung in den Kol- 
ben übertreten. Statt einer in Gährung befindlichen Lösung kann ' 
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man auch eine Suspension der Reinkulturen in sterilisirtem, luft- 
freiem, destillirtem Wasser in den kleinen Recipienten bringen, 


Um den Stoffwechselproducten der 
Bakterien das Entweichen zu gestatten 
und jeden Kautschukverschluss zu ver- 
meiden, wählte Nenckil. c. folgende 
Anordnnng, Fig. 55. 

Das an 3 bis 4 Stellen verjängt 

"ausgezogene Ableitungsrohr c taucht 

in die auf Anwesenheit anatrobioti- 
scher Mikroorganismen zu prüfende 
‚oder mit Keinkulturen geimpfte, ste- 
rilisirte Flüssigkeit, während gleich- 
zeitig der Liter-Kolben a durch Er- 
wärmen luftleer gemacht wird. In 
Folge dessen wird die Flüssigkeit in 
den Apparat aspirirt, der etwa zu 
*/, des Kolbens a gefüllt wird. 


Fig. 54. 





Darauf wird das Ende von e mit der Luftpumpe verbunden und 
während der Kolben a im Wasserbade sich befindet, der ganze Ap- 
parat wie früher (Text zu Fig. 48 und 49) Iuftleer gemacht. Wüh- 
rend des Saugens wird das Rohr e an einer Verjüngung zugeschmolzen. 


Fig. 55, 
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Das zugeschmolzene Ende wird darauf in reinem Kohlensäure- oder 
Stickstoffgas abgebrochen und dadurch der Apparat mit diesem Gase 
gefüllt und das Ende ce von Neuem zugeschmolzen. Das zugeschmol- 
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Portionen gut ausgekochte etwa 30 bis 40%/,ige Schwefelsäure ein, 
wodurch ein gleiehmässiger, rascher und viele Stunden andauernder 
Strom von Wasserstoffgas erzeugt wird. Jetzt werden einige frisch 
auskrystallisirte Krystalle von Ferrocyankalium in ausgekochtem- 
Wasser gelöst und einige Cubikcentimeter davon durch das Trichter- 
töhrchen b in das Kölbehen B bineingegossen. Während Wasser- 
stofl etwa eine Viertelstunde lang dureh die Ferroeyankaliumlösung 
streicht, wird der Kolben © mit der (sterilisirten) Nährlösung zu 
etwa */, des Inhalts gefüllt und sodann das Kölbcehen B bei b zu- 
geschmolzen, Jetzt wird die Flüssigkeit in dem Kolben C 10 bis 


Fig. 56. 





15 Minuten lang im Sieden erhalten, hierauf die Flamme entfernt 
und noch, während die Flüssigkeit kocht, das Ableitungsrohr .e 
mittelst des in dem Gefässe E befindlichen Quecksilbers abgesperrt.* 
Das Quecksilber ist mit einer Schicht von alkalischer Pyrogallol- 
lsung und diese mit einer Schicht Oel oder anderer in Wasser un- 
töslichen Flüssigkeit bedeckt, Das Trichterröhrchen e wird nun mit 
einem Wachspftopf verschlossen, damit das Wasserstofgas durch 
den Quecksilberverschluss in E entweicht und so alle Luft aus diesem 
Theile des Apparates verdrüngt. Wenn die Nährlösung in C auf 
ca. 30° abgekühlt ist, lüftet man den Wachspfropf und infeirt die 
Nährlösung mit einigen Tropfen des zu prüfenden Bakteriengemischs 
oder der in sterilisirtem Wasser suspendirten Reinkultur, trocknet 
den Hals bei e mit Löschpapier und schmilzt zu. Um auch das 
Röhrchen a mit Wasserstofigas zu füllen, bringt man in dasselbe 
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Esmarcht) hatte bei Spirillum rubrum gefunden, dass es sein rothes 
Pigment nur bei Luftabschluss bildet, was allerdings nicht ganz richtig 
ist, da diese Art bei mir jetzt auch an der Oberfläche wächst, und 
Holschewnikoff hat-bei mir eine Stäbchenart untersucht, welche 
gleichfalls nur bei Luftabschluss ein röthliches Pigment bildete. Diese 
Pigmente sind in der Form, in der sie auftreten, unmittelbare basische 
Spaltungsproducte der Albuminate, Farbptomaine. Etwas anders ver- 
hält sich eine andere Gruppe, welche ich bei der blanen Milch zuerst 
genguer stedirt habe. In diesem speciellen Fall wird zuerst ein farbloses 
Chromogen gebildet, dasselbe ist eine Farbsäure und verbindet sich 
mit Ammoniak zu einem grau-blauen Farbsals, welches in sauerer 
Lösung schön blau wird. Wenn solche Pigmentbakterien, welche an 
sich farblose Chromogene als Farbbase oder Farbsäure bilden, die 
erst durch Verbindung mit einer nebenher für sich entstehenden 
Säure oder Base gefürbte Farbsalze liefern, die Fähigkeit der 
Anagrobiose haben, so mässen sich derartige Pigmente bisweilen 
sowohl bei Luftanwesenheit als bei Luftahschluss bilden. Dies ist 
2. B. nach Untersuehungen von G. Wood mit dem braunen Pig- 
mente der Cholerabakterien der Fall. In derartigen Fällen wird das 
durch eine Vereinigung zweier Körper, einer für sich gebildeten Säure 
mit einer Base zu einem Salze, gebildete Pigment, weil es erst all- 
mählich in dem Maasse, in dem beide Componenten in genügender 
Menge gebildet werden, entsteht, meist als einfaches Oxydations- 
product gedeutet, Unter diesen Fällen sind solche, bei denen die 
Abwesenheit von Luft ganz gleichgültig ist, während bei anderen 
die Anwesenheit von Luft die Bildung des einen Componenten und 
damit die Furbsalzbildung ermöglicht oder beschleunigt. Am ande- 
ren Ende der ganzen Reihe stehen schliesslich sauere und basische 
Pigmente, welche sich nur bei Luftzutritt bilden. Man findet auf 
diese Weise bei Pigmentbakterien in ihrem Verhalten zur Taft und 
dem Luftsanerstoff die ganze Reihe wie auch bei den farblosen 
Bakterien. 

Im Allgemeinen scheinen die Bakterien im Zustande der Anad- 
robiose etwas empfindlicher gegenfiber der Temperatur und dem 


#) Centralblatt für Bakteriologie 1857, I, No, 8, 
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nole, Amidophenole, Phenylhydrazin, Chinon, einige Aldehyde. 
Ameisensaures Natron begünstigt aber in 08—0,5°%), in Agar das 
Wachsthum einiger Anaöroben. Von anderen Körpern erwies sich 
die bereits von M. Traube zur Prüfung auf redueirende Wirkung * 
eingeführte Indigschwefelsäure (cf. 8, 257) in Form von indigschwe- 
felsaurem Natron zu 0,1°/, am meisten geeignet. Braatz®) hat 
dann ermittelt, dass oft eine stärkere Verdünnung von 1:6-7000 
besser ist. Das Indigblau wird soweit zu Indigweiss redueirt, also 
der Agar entlürbt, als das Wachsthum der Anadrobien reicht, so 
dass stets ein Stück von I—2cm oben blau gefürbt bleibt. Das 
umgekehrt der Zusatz von oxydirenden Mitteln die Anaörobien be- 
einträchtigt, haben Kitasato und Weyl festgestellt durch Zusatz 
von höchstens 0,5%, chlorsaurem Kalium, 0,1°/, jodsaurem Ka- 
lium und Natrium und durch 0,05%, chromsaures Natrium, während 
die Aörobien viel grössere Zusätze solcher Salze vertragen. 

Da die Frage der Anaörobiose noch keineswegs nach allen 
Richtungen hin erledigt ist, kann zum Anhalt über die Richtung 
der Forschung dienen, dass, während Pasteur, Brefeld. Fitz 
Nencki und die meisten Forscher die Annörobiose als erwiesene 
’Thatsache ansehen, Gunning dieselbe ganz leugnet und als Phantasie 
bezeichnet, weil immer Spuren von Sauerstoff vorhanden gewesen 
seien. Es ist bei den Versuchen deshalb in erster Linie erforder- 
lich, dass nicht einfache Hydrobiose oder Luftbeschränkung als Anae- 
robiose angesehen wird, sondern besondere Versuche ad hoc unter- 
nommen werden. 

Pasteur, dem das Verdienst der Entdeckung der Anaörobiose zu- 
kommt, war von der Voraussetzung ausgegangen, dass jeder Organis- 
mus gierig nach Luftsauerstofl sei. Würde ihm dieser entzogen, 
so nähme er den Sauerstoff aus den gährfähigen Körpern und zer- 
lege ‚diese gerade hierdurch. So entstend bei Pasteur die Ansicht, 
dass die Anaörobiose die Ursache der Gährung sei. 
Aber die Voraussetzung dieser Ansicht ist unrichtig oder doch 
mindestens einseitig. Ein Organismus, welcher gierig nach Luft- 


*) Deutsche met Wochenschrift 1890, No, 462, 
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Jahre 1884 mehr und mehr berücksichtigt und als. gleich. bereoh-. 
tigten Factor neben der dynamischen Seite eingeführt. m 
Für einige extreme Fälle scheint sich Anasrobiose und. Spaltung, 
Adration und Oxydation annähernd zu decken, wie denn selbstver- 
ständlich die Tendenz jedes Anpassungsvorganges ist, möglichst klare ® 
Beziehungen zu schaffen, Aber vollstindig erreicht werden diese 
selten, weil sich die Bedingungen fortwährend ändern und damit die 
Nothwendigkeit neuer Anpassungen eintritt, Diese Extreme und die 
zwischen liegenden Fälle, von denen die intensiven Reduetionen bei 
Luftdurchleiten doch wohl in rein dynamischem Sinne geradezu als 
Fehler der Natur erscheinen, zeigen, dass jedem Protoplasma, 
jeder Zelle die Fähigkeit der primären Spaltung zu- 
kommt und diese Fähigkeit ist ebenso wie die Synthese eine Ur- 
funetion jedes Protoplasma und an sich unabhängig 
von Luftzutritt oder Luftabschluss. Jede Oxydation ist 
eine secundäre Anpassung und in der verschiedensten Weise geglie- 
dert entwickelt, doch kennen wir das Extrem bis jetzt noch nicht, 
nach der eine Zelle allein im Stande sein müsste, allen ihr gebote- 
nen Kohlenstoff in Kohlensäure, allen Wasserstoff in Wasser, allen 
Stickstoff in Salpetersäure zu oxydiren. Auch die weitgehendsten 
Oxydationen, welche wir an einzelnen Zellen oder Mikroorganismen 
und selbst an höheren Organismen kennen, sind unvollkommene 
Athmung. Vollkommene Verbrennung kennen wir nur durch Suc- 
eessionen und Symbiosen von verschiedenartigen Zellen und Orga- 
nismen. Die vollkommenste Spaltung, welehe wir kennen, die 
von Zucker in Buttersäure, Kohlensäure und Wasserstoff nähert 
sich dem anderen Extrem bei weitem mehr und die Buttershure 
kann durch weitere Spaltung nur uch wenig mehr Wärme liefern, 
Bei der Buttersäuregührung unter Luftabschluss erscheint der durch 
Spaltung erreichbare thermische Effect fast vollständig erreicht und 
meine Untersuchungen über die Spaltung des unzersetzten Eiweiss 
bei Luftabschluss machen es höchst wahrscheinlich, dass die Pto- 
maine, Leukomaine, Toxine für die Eiweisskörper eine ähnliche Br- 
schöpfung der Wärmequelle durch Spaltung bezeichnen, wie Alkohol, 
Buttersäure, Milchsüure ete. für die Kohlehydrate. Diese Endkörper 
der Spaltung können nur durch Oxydation und Atrobiose noch 
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bedürfen: EEERREEEEEEN 
weilig entbehren und sollen gerade dann befühigt sein die speei- 
fischen Zersetzungen auszuüben, vermehren sich aber und leben auch 
bei freiem Luftzutritt; man könnte sie facultativ-anaerobio- 
tische nennen. Wieder von anderen Arten ist behauptet worden, 
dass die Abwesenheit von Ludtsauerstoff zu ihrem Leben und Wirken 
nothwendig sei, dass sie durch den Luftsauerstof geradezu getödtet 
würden: obligat-ana@robiotische. Noch andere Arten kennen 
wir, bei denen im geraden Gegensatze hierzu mit der Lebensthätig- 
keit eine Uebertragung von Sauerstoff auf das Substrat vor sich 
geht: sie erregen Oxydationsgährungen. 

Unter den Saprophyten giebt es Arten, welche aus dem leblosen 
Substrate bei dessen Zersetzung giftige Producte Tosalbumine, Pto- 
maine, Toxine bilden, welche den tbierischen Organismus vergiften, 
ohne dass diese Gifthildner als ächte Parasiten erscheinen nnd in den 
lebenden Organismus eindringen. 

Unter den parasıtisch lebenden Bakterien giebt es Arten, welche 
zur vollen Entwicklung durchaus nieht auf den thierischen Organis- 
mus angewiesen sind, sondern nur gelegentlich als Parasiten auf- 
treten oder nur einen Theil ihrer Entwicklung im lebenden ii 
mus durchmachen: van Tieghem’s facultative Parasiten, 
Andere Arten finden in der Regel nur im lebenden Organismus 
alle Lebensbedingungen, können aber gelegentlich oder in hestimm- 
ten Stadien der Entwicklung auch saprophytisch leben: de Bary's 
faeultative Saprophyten. Noch andere Arten endlich schei- 
nen nur der parasitischen Lebensweise angepasst und ganz unfähig 
zu sein, noch in irgend einem Stadium saprophytisch aufzutreten; 
diese nennt de Bary streng obligate Parasiten. Wenn es 
auch im einzelnen Falle oft recht schwer sein mag zu bestimmen, 
ob ein parasitischer Mikroorganismus dieser oder jener Gruppe an- 
gehört, wenn in solchen Fällen auch die Erkennung feiner Differenzen 
mehr oder weniger von dem subjectiven Urtheile des Beobachters 
abhängig bleibt, so gestattet diese Gruppirung doch viel zwang- 
loser den realen Verbültnissen gerecht zu werden, als die nur die 
Extreme berücksichtigend« Rintheilung der pathogenetischen, in- 
feetiösen Mikroorganismen in ektogene und endogene. Diese letzteren 
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Il. Wenn Bakterien vorhanden sind, ist zu ermit- 
telo, welehe Formen dieselben haben und ob sich die 
Formen im Verlaufe der Zersetzung und Krankheit 
ändern. r 

TU. Jede als anwesend gefundene Form ist rein von 
allen chemischen und morphologischen Beimengungen 
für sich zu kultiviren: Keinkulturen. 

Die mit Hülfe der Reinkulturen zu lösende Aufgabe ist eine 
zweifache, indem mit Hülfe derselben die allgemeine morphologische 
Orientirung ergänzt und erweitert wird und 

IV. durch Uebertragung von wirklichen Rein- 
kulturen auf zersetzungsfähige Substrate oder em- 
pfängliche Thiere nachzuweisen ist, dass die gefun- 
denen Bakterien die Erreger einer Zersetzung oder 
Krankheit sind. 

Ist durch diese Ermittelungen sichergestellt, welcher der ge- 
schilderten Gruppen eine Bakterienart angehört, dann sind, gleieh- 
falls ausgehend von Reinkulturen, noch 

V. eine Reihe weiterer biologischer Aufgaben zu 
lösen, welche in Verbindung mit den ersten Fragen die breite 
Basis für die theoretischen Betrachtungen und das praktische Handeln 
liefern. 

Die zersetzungsfähigen Substrate, Lösungen von Zucker, Gly- 
cerin ete,, werden nach den Anhaltspunkten hergestellt, welche das 
spontane Vorkommen an die Hand giebt. 

Die Impfungen werden derart vorgenommen, dass man mit einer 
Platinnadel von einer Reinkultur in Gelatine oder Agar-Agar unter 
Controlle des Mikroskops eine Spur entnimmt und dieselbe unter 
schnellem Oeffnen in die Lösung bringt. In diesem Falle bringt 
man nicht nur einen Keim, sondern eine grosse Anzahl derselben 
Keime ein, welche dadurch sofort in die Lage versetzt werden et- 
waige Mitbewerber in der zusagenden Lösung leichter zu unter- 
drücken. War die Reinkultur durch die Verdünnungsmethode als 
Ein-Zell-Kultur hergestellt, so überträgt man mit sterilisirten Pi- 
petten die Volumeneinheit (ein Tropfen, ein Cubikeentimeter) mit 
dem einen hypothetischen Keime in die sterilisirte Lösung. 


Mueppo, Bakterion-Forschung. & Auflage. 2 
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wirkung, d.h. gesteigerter Funotion, zusammenhängen, 
oder ob sie imGegentheil das erste sichtbare Zeichen 
der totalen oder partiellen Erschöpfung des Nähr- 
bodens sind oderobsie die Sporenbildung vorbereiten, 
durch welche bei Erschöpfung des Substrates die Erhaltung der Art 
gesichert wird. 

Hierüber gibt das Mikroskop allein keine Auskunft. Man macht 
deshalb, wenn man derartige Formen sieht, Kulturen, in denen 
verschiedene Arten sich entwickeln, wenn neben den verimpften fremde 
Bakterien sich eingesehlichen haben, in denen bei wirklich reiner 
Uebertragung nur die verimpfte Art auftritt. Bei derartigen Con- 
troll-Kulturen, welche möglichst schnell Aufschluss geben sollen, 
machen sich die eigenthümlichen Vorzüge der Plattenkultur mit 
gelatinirenden Medien sehr eklatant bemerkbar, während die Ver- 
dünnungsmethode in Flüssigkeit hierfür meist zu zeitraubend ist. 

Nachdem durch Uebertragen der Nachweis geliefert ist, dass 
die bei einer Zersetzung oder- Krankheit beobachteten Bakterien die 
Erreger dieser Vorgänge sind, muss ermittelt werden, ob eine sapro- 
Phytische Art nur diese eine Zersetzung oder Fermentation veranlasst 
oder ob sie in anderen Medien anders wirkt, so bilden z, B. die 
Buttersäurebakterien nach Fitz aus Succharsten Buttersäure als 
Hauptproduct und Sparen von Butylalkohol als Nebenproduct, während 
sie aus Glycerin neben Buttersäure reichlich normalen Butylalkohol 
und Propylglyeol und Spuren von Milchsäure als Nebenproduet 
bilden. Bs ist ferner ermittelt, dass verschiedene Bakterienarten 
scheinbar dieselbe Zersetzung hervorrufen können, insofern sie das- 
selbe Hauptproduet bilden. So rufen mehrere Bakterienarten in 
Saccharaten Buttersänregührung hervor, während wieder mehrere 
andere Arten Milchsäure als Hauptproduct abspelten; es giebt 
mehrere Arten, welche Harnstoff zu hydratisireu vermögen. In allen 
diesen Fällen sind aber die quantitativen Verhältnisse der Haupt- 
produete verschieden, es werden verschiedene Nebenproducte gebil- 
det und die übrigen biologischen und morphologischen Eigenschaften 
sind different. Weiter ist zu beachten, dass Fermentbakterien auf 
bestimmten Suhstraten charakteristische Pigmente bilden, oder dass 
sie auf bestimmte Thiere pathogenetisch wirken können. Nach 
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ihren Kohlenstoffbedarf nur aus Zucker zu befriedigen ver- 
mögen, oder ob sie ihn einfacheren Verbindungen entnehmen können. 
Die Zusammensetzung solcher Lösungen und die Variation der 
Mineralbestandtheile erfolgt nach Kap. 2. | 

Vermögen die Bakterien feste Albuminate, bart- 
gekochtes Hähnereiweiss, Fibrin, geronnenes Casein 
au lösen, zu peptonisiren? 

Durch Säure frisch gefülltes Casein wird bis zur Entfernung 
der saueren Reaction mit destillirtem Wasser gewaschen; ebenso 
wird frisch gewonnenes Fibrin gründlich ausgewaschenr,. Am besten 
macht man zur Orientirung drei Parallelversuche, indem man in 
einige Reagirgläser nur ein Bröckchen Casein oder eine Fibrinflocke 
resp. einen Würfel Hühnereiweiss bringt; in andere Gläser kommt 
ein Zusatz von 0,1°/, Fleischextract und in eine dritte Reihe Gläser 
noch ausserdem 0,50%, Traubenzucker. Die Gläser werden erst sicher 
sterilisirt und nach dem Abkühlen geimpft und zum Theil bei 
Zimmer-, zum Theil bei Brütofentemperatur gehalten; in anderen 
Versuchen ist auch auf Anatrobiose Rücksicht zu nehmen. Durch 
Impfungen sterilisirter, schwach sauerer, ampotherer und alkalischer 
Milch ist zu sehen, ob Bakterien dus Casein durch Saurebildung 
zur Gerinnung bringen, oder ob sie das Casefn labähnlich ausscheiden 
und das ausgeschiedene Casein lösen. 

Durch Impfungenvon Milchzucker- oder Rohrzucker- 
lösungen wird ermittelt, dass Bakterien Disaccharate verwerthen, 
worbei besonders darauf zu achten ist, ob dabei diese Disaccharate 
unter Aenderung des Drehungsvermögens des Zuckers erst in die 
einfachen Saccharaten gespalten, also hydratisirt werden. Durch 
Vebertrugungen auf Stärkelösungen und Stärkekleister wird erkannt, 
dass die Bakterien Stärke lösen und in Zucker überführen oder 
wicht, Bei diesen Versuchen ist dem Zucker resp. der Stärke in 
einzelnen Gläsern nichts, in anderen I p. M. Fleischextract und 
in einer dritten Reihe 1 p. M. Fleischertraet und 0,5 p. ©. Pepton 
zuzusetzen. 

Bei höheren Organismen sind alle derartigen hydrolytischen 
Spaltungen, wie sie durch Diastase, Pepsin, Lab u, &, w. ausge- 
übt werden, ziemlich sicher zurückzuführen auf chemische Fermente, 
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Auch durch Filtration kann man versuchen Enzyme von der 
bakterienhaltigen Flüssigkeit zu trennen. Die Filtration kann man 
sowohl direct als in Verbindung mit den vorher angegebenen Fällungs- 
methoden vornehmen, Bei den Experimenten über Enzyme ist es un- 
bedingt nöthig, durch controllirende Reinkulturen, besonders Platten- 
kulturen, zu ermitteln, ob nicht trotz aller Vorsicht Bakterien mit 
übertragen wnrden. Vergl. hierzu S. 220 und 225. 

Bei solchen Bakterien, welche keine widerstandsfähigen Dauer- 
sporen bilden, kann man‘ die enzymhaltigen Kulturen auf etwa 50 
bis 60° kürzere Zeit erwärmen. In manchen Fällen, z. B. bei den 
Spirochaeten der Cholera asiatiea, reicht dies aus um die Bakterien 
zu tödten ohne die Enzyme wesentlich zu schädigen. Sowohl für 
die Bildung der Enzyme als für die Prüfung derselben muss die 
Reaction des Mediums sehr genau festgestellt und innegehalten 
werden. 

"Während bei den parasitischen Bakterien im engeren Sinne die 
Uebertragung selbst, die Infection, geknüpft ist un die Usbertrugung 
der Bakterien, kann die Wirkung uls solche vielleicht trennbar sein 
dadurch, dass diese Bakterien isolirbare Albuminate, Enzyme oder 
basische, alkaloidähnliche Körper, 


Ptomaine, Toxine, Toxalbumosen 

bilden, welche die eigentliche Giftwirkung ausüben. Durch Bildung 
solcher giftiger Produkte aus den Albuminaten können selbst Fäul- 
nissbakterien Intoxicationen ausüben, ohne dass sie wirkliche, duch 
die Bakterien selbst übertragbare Infectionskrankheiten bewirken, 
Der Nachweis derartiger Gifte erfolgt zum Theil wie bei anderen 
Eiweisskörpern und Enzymen, zum Theil deckt er sich mit dem 
Nachweis der Alkaloide nach dem Verfahren von Dragendorff 
oder Stas-Otto!), zum Theil sind die Methoden noch auszuar- 
beiten, wie dies besonders von Brieger®) in der letzten Zeit ge- 
‚schehen ist, 


1) Otto: Anleitung zar Ausmitllung der Gifte, 4. Aufl, 1894) — Lnd- 
wig: Medicinische Chemie 1885. 
2) Ueber Ptomaine Heft ] bis 3, 1885-87. 
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der Fäulniss oder auch durch die zum Nachweise verwendeten Mo- 
thoden verändert und so dem Nachweise entzogen werden können, 
Jetzt ist man im Stande, sehr oft die Toxine bildenden Organismen 
zu isoliren und man kann dann in aller Ruhe deren Eigenschaften 
studiren und dieselben mit den intra vitam beobachteten Symptomen 
vergleichen. 

Während ein grosser Theil der bis jetzt betrachteten biologischen 
Aufgaben nur von dem chemisch geschulten Forscher gelöst werden 
kann, restiren noch einige fundamentale Aufgaben wesentlich experi- 
menteller Art, 

Die wichtigsten dieser Aufgaben bestehen darin, die Beziehungen 
zein kultivirter Mikroorganismen zu. physikalischen und chemischen 
Agentien, ‚wie Temperatur, Druck, Licht, Eleetricität und zu Chemi- 
kalien zu ermitteln. Soweit man Einwirkungen wahrnahm, bestanden 
dieselben nach den ersten Versuchen darin, dass die Eingriffe das 
Wachsthum unmöglich machten oder dass sie nach eingetretenem 
Wachsthum das Leben vemichteten. Die Untersuchungen über 
Anasrobiose, die Frage der Schutzimpfungen haben aber bereits 
gezeigt, dass wir mit viel feineren Abstufungen zu rechnen haben. 
Dasselbe Mittel kann je nach der Intensität seiner Wirkung ganz 
verschieden wirken und bald die Zellen reizen und-begünstigen, bald 
in ihrer Entwicklung hemmen, bald vernichten. 

Unter den Chemikalien glanbte man vielfach Unterschiede derart 
machen zu können, dass einzelne Mittel, wie‘ Phenol, Salieylsäure, 
als gelegentliche Stoffwechselproduete gleichsam physiologische Des- 
infectionsmittel sind, während andere, wie Sublimat, Arsen immer 
als Protoplasmagifte auftreten. Untersuchungen von H. Schulz!) 
haben aber speciell für Hefe gezeigt, dass sowohl die in stärkeren 
Gaben giftigen Stoffwechselproduete, die homologen, als auch die hete- 
rologen Protoplasmagifte in gewissen Verdünnungsgraden „die Thätig- 
keit der Hefe auf kürzere oder längere Zeit bedeutend über die 
Norm steigern.“ Hieraus leitet Schulz das Gesetz her, „dass 
jeder Reiz auf jegliche lebende Zelle eine Wirkung ausübt, deren 


%) Virchow's Archiv 1897, Di. 108, 8. 427; Archiv für die gesmmte 
Physiologie 1858, Bd. 42, 8. 517. 
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cationen oder Varietäten bildet (wozu Flügge z. B. Rotz, Lepra 
rechnet), deren andere aber degenerirte Arten bildet (wozu Plügge 
%. B. Milzbrand, Schweinerothlauf, Hühnercholera. Tuberkulose 
zählt), scheitert an den angegebenen Uebergangsformen, So hat 
2. B. Praxmowski eine ächte nicht virulente Modifiention des 
Milzbrandes hervorgerufen; von der Gruppe der Septikaemia Tae- 
morrhagiea (Wildseuche, Schweinesenche, Hühnercholera) habe ich 
dasselbe angegeben; Tuberkelbacillen wachsen auf Glyeerinagar, 
bisweilen unter Verminderung oder Verlust der Virulenz, viel 
üppiger, als die virulent bleibenden auf Blutserum und bilden dem- 
mach eins Achte Modification. 

Mittel, welche in Kulturen die Entwicklung und das Wachs- 
thum verhindern, hemmen oder die Bakterien tödten, können im 
Körper ganz unwirksam sein. Umgekehrt können Mittel, welche 
ausserhalb auf Bakterienkulturen unwirksam sind, vielleicht im 
Körper sich anders verhalten. Dieselben kömen z. B. nach 
H. Buchner indireet antiseptisch wirken, indem sie die 
Widerstandsfähigkeit der Gewebe erhöhen. Nach meinen Beobach- 
tungen wirken unsere bisherigen specifischen Mittel im Körper nicht 
antiparasitisch, sondern in Folge der geringen zurWirkung gelangenden 
Mengen specifisch reizend. Andere Körper werden erst im 
‚Körper in wirksame Componenten gespalten oder sie sind 
nur in alkalischen Medien wirksam, So passiren z. B. Tribrom- 
phenol und Salol den saueren Magensaft unzersetzt und das erstere 
kann als solches erst im alkalischen Darmsafte wirken, während die 
Salole im alkalischen Darmsafte in die wirksamen Bestandtheile 
zerfallen. Bei einigen auf Bakterien-Kulturen unwirksamen Mitteln, 
2. B. Jod-, Brom- oder Chlorverbindungen, besteht die Möglichkeit, 
dass sie entweder indireet antiseptisch wirken oder dass durch das 
lebende Gewebe freies Jod, Chlor oder Brom abgespalten wird, wel- 
ches in statu naseendi zur Wirkung kommt, wie es z. B. für das 
Jodoform wahrscheinlich ist. 


Verhalten zur Temperatur. 


Es ist zu ermitteln, bei welcher niedersten Temperatur eine 
rein kultivirte Baktericnart anfängt sich zu vermehren, zu Kolonien 
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Impfungen mit diesen abgeschwächten Bakterien die Thiere gegen 
Imptangen mit virulentem Material schützen, ermittelte Toussaint 
dass man virulentes- Milzbrandblut durch 10 Minuten langes Er- 
wärmen auf 55° oder durch Zusatz von Karbolsäure in seiner Viru- 
lenz hesahsetzen kann, und Pasteur fand bald darauf, dass man 
dureh Kultiviren der reinen Milzbrandbacillen in Bouillon bei 42 
bis 43° die Virulenz dieser Bakterien systematisch herabzusetzen 
vermag. A. Chanvean!) ermittelte dann, dass bei 52° 15 Minu- 
ten, bei 50% 20 Minuten, bei 47° 3 bis 4 Stunden, bei 43° etwa 6 
und bei 42° fast 20 Tage zum selben Grade der Abschwächung 
erforderlich sind, dass aber die Sicherheit und die Constanz der Ab- 
schwächung um so grösser ist, je niedriger die Temperatur ist. 
Koch, Gaffky und Löffler®) präcisirten diese Ermittelungen noch 
genauer für die Temperaturen zwischen 42 und 43%. 

In ähnlicher Weise ist zu ermitteln, bei welchen unteren und 
oberen Temperaturen sich Sporen bilden und unter- und ober- 
halb welcher Temperaturen keine Sporen gebildet worden. Inner- 
halb dieser Grenzen ist das Optimum [der Temperatur für 
die Sporenbildung dadurch zu ermitteln, dass man die Menge 
der Sporen, die Regelmässigkeit ihrer Bildung in den Kulturen be- 
obachtet und die Zeit feststellt, zu der sich die ersten Sporen finden, 
Auch die zum Auskeimen erforderliche Zeit ist unter verschiedenen 
Temperaturverhältnissen zu ermitteln. 

Diese Ermittelungen über die niedrigste Temperatur, bei welcher 
eine Bakterienart eben noch sich vermehren kann; über die Höhe 
und Breite des Temperatur-Optimums und über die obere Tempe- 
ratur, hei welcher eine Art nicht mehr wirkt; ferner die Beobach- 
tungen über die unteren und oberen Temperaturen, bei denen keine 
Sporenbildung mehr eintritt, und die Ermittelungen über das Op- 
timum zur Sporenbildung und die zur Sporenauskeimung erforder- 
liche Temperatur gestatten fast allein schon den Grad der An- 
passung an die parasitische Lebensweise richtig zu he- 
urtheilen. 


3) Comptes rendus, T. 86, 1859, No. 9, 10 und 11. 
#) Mittheilungen aus dem K. Gesundheitsamte, Bd. II, 1884, 8, 147. 









temperatur. GloBIg) kalirire ra ee 
Kartoffeln nieht unter 50% wuchsen, bei-ca. 56 bis 58° ihr Opti- 
mum hatten und bis zu 70% vertrugen. Die Wachsthumsgrenzen 
siod manchmal sehr enge. Die frisch auf Blutserum kultiyirten 
Tuberkelbacillen haben nach Koch ihre untere Grenze bei 28 bis 
299, ihre obere bei 40°, Globig kultivirte aus Erde einen Bacillus, 
welcher auf Kartoffeln nur zwischen 54 bis etwa 64° wuchs, wäh- 
rend eine andere Art zwischen 15 und 68% sich vermehrte; vergl. 
auch $. 293, 

Das einfache Frieren tödtet je nach den Arten und Dauerformen 
viele Einzelkeime, vernichtet aber immer nur einen Theil derselben, 
und auch noch niedrigeren Kältegraden widerstehen immer einzelne 
Keime und Pictet und Young?) geben für Bakteriengemische als 
Untergrenze 108 Stunden bei —70° und 20 Stunden bei —130° 
an. Versuche der letzteren Art sind nur gelegentlich bei physikali- 
schen Versuchen, wie sie Pietet z. B. zum Flüssigmachen der s0- 
genannten permanenten Gase anstellte, zu machen, während man 
das Frieren und die geringeren Grade mit Eis oder Kältemischungen 
bewirkt, in denen die Kulturen stehen blieben. 

Um den Einfluss trockener Hitze zu ermitteln, tränkt man 
a. 3 cm lange Stückchen Seidenfäden mit einer sporenfreien und 
andere mit sporenhaltiger Bakterienflüssigkeit, indem man die steri- 
lisirten Fäden in eine Aufschwemmung der entsprechenden Rein- 
kulturen in destillirtem Wasser einlegt, oder in das frische bakterien- 
haltige Blut oder den Gewebsaft einbringt. Da Seide und Catgut 
nach Schäfer?) und Brautzt) einige Mittel z. B. Sublimat, wie 
eine Beize festhalten, empfiehlt Braatz Fäden aus Baumwolle, bei 
welchen dies viel weniger der Fall ist, Für das wichtigste Test- 
object, die Milzbrandsporen, hat v. Esmarch?) festgestellt, dass 
die Widerstandsfühigkeit derselben nach der Herkunft, Alter der 
Kultur schwankt, so dass man die Ergebnisse verschiedener Ver- 


2) Zeitschrift f. Hygiene 1887. Bd, IH, 8. 295. 

) Comptes rendus, Bd, 99, & 747. 

3) Berliner klin. Wöchanschrift 1890, No. 8. 

4) Centralblatt für Bakteriologie 1890, VIE, No. 1. 
5) Zeitschrift für Hygiene 1889, V, 8. 67. 
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tionsmittel chemisch ausfällte, z. B. Sablitmat ‚durch Schwefelanmen, 
worauf die Keime zur Entwicklung kamen. .. 

Sehr zu beachten ist ferner von Anfang an die Reaction, da 
die antiseptische Leistungsfähigkeit eines Körpers oft nur yon seinen 
saueren oder alkalischen Eigenschaften abhängt, worauf besonders 
Behring!) Werth gelegt hat. Die Desinfectionswirkung bei Sub- 
limat, Karbolsäure kann durch Säuren verstärkt werden, während 
die des Aetzkalk dadurch herabgesetzt wird. Durch kohlensauren 
Kalk werden Säuren gebunden, so dass säurebildende Bakterien 
durch denselben begünstigt werden. Sublimat wird in alkalischen 
Medien in Quecksilberosyd verwandelt, welches weniger wirksam ist. 
Kochsalz verbindet sich mit Sublimat zu einem wirksamen Doppel- 
salz, während Kochsalz aus Losungen von Silbernitrat Silberchlorid 
ausfällt, welches in basischen Lösungen sich zu dem 3 mal weniger 
als Silbernitrat wirkenden Silberoxgd löst. Analog wirkt Kochsalz 
(im Gegensatze zu Mereurisalzen) auf Mercuroverbindungen wie 
Quecksilberosydulnitrat, Praktisch ist noch besonders zu bemerken, 
dass bei Desinfectionsseifen der Alkaligehalt über den Desinfestions- 
werth entscheidet. 


Besonders zu beachten ist, dass der Desinfectionswertlh der- 
selben Mittel in Bouillon und eiweisshaltigen Mitteln, wie Blutserum, 
beträchtlich schwankt und dass sich steriles Blut und Blutserum 
durchaus nicht dem sterilisirten Blute gleich verhalten. 


Chamberland und Roux?) ermittelten den abschwächenden 
Einfluss der Karbolsäure, indem sie zu neutralisirter Kalbsbouillen, 
welche mit Milzbrandbacillen versetzt war, bestimmte Mengen des 
Mittels hinzufügten; */,., Karbolsiure hielt die Entwicklung auf 
und tödtete die Bacillen in 48 Stunden, Y,., tödtete erst nach 5 
Monaten, */gg tödtete erst nach 6 Monaten. Bei !/;y, tödteten die 
Bacillen nach 12 Tagen nur noch Meerschweinchen und Kaninchen 
(u. Mäuse) und waren nach 29 Tagen unwirksam, Zusätze bis zu 
Yang hoben die Sporenbildung auf, welche erst bei Y,4,, wieder 


1) Zeitschrift für Hygiene 1889, VII, 8. 467; 1800, IX, 8. 305. 
#) Comptos rendus Bd, 96, 1888, No, 18. 
Huoppe, Baktenin-Forschung. 3. Auflage. 26 
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tragene Spur des zu prüfenden Mittels schadet in der Bouillon 
oder dem Rollröhrchen nichts, wie man sich durch Vergleiche leicht 
überzeugen kann. 

Henle') wies darauf hin, dass die Temperatur, bei welcher 
die Desinfectionsversuche angestellt werden, von Einfluss aut den 
Erfolg ist, und dass bei höherer Temperatur grössere Wirkungen 
zu bemerken waren, als bei niedriger. 

An sich wenig wirksame Mittel oder stark wirkende, aber 
wegen ihrer Nebenwirkungen nur sehr 'vorsichtig anzuwendende 
Mittel können nach Rotter®) durch Mischen verschiedener Mittel 
oft recht geeignet werden, oder dadurch dass man sie mit Säuren oder 
Alkalien verbindet. Statt der Mischungen, welche man z. B. durch 
Zusammenbringen von Schwefelsäure und Kreosol nach ©. Fränkel) 
erhält, entstehen meist jedoch neue Verbindungen, von denen ich *) 
zuerst bei Orthophenolsulfosäure oxaet nachwies, dass in solchen 
Füllen die ‚Desinfeetionskraft zunehmen kann, während gleichzeitig 
die Gift- und Aetzwirkung für den Menschen abnimmt. 

Nach Koch’) sind Mittel, welche in wässeriger Lösung energisch 
wirken, in Oel oder Glycerin gelöst ganz unwirksam. Nach Riedlin®) 
kann man die desinfieirende Kraft aetherischer Oele dadurch 
brauchbar machen, dass man dieselben bis zu 1°/, in Emulsionen 
mit Seifenspiritus verwendet. Diese Emulsionen können mit Wasser 
verdünnt werden, so wurde z B. 1 gr Terpentinöl in 10 gr Spirit. 
saponatus gelöst und dann mit 90 gr Wasser versetzt. Von dieser 
Lösung werden bestimmte Mengen mit Bouillon oder verflüssigter 
Gelatine gemischt und dann diese schief zum Erstarren gebracht, 
Diese Gelatine mit der Oelimmulsion wird dann strichformig geimpft. 

In Wasser unlösliche Körper wie Kresole kann man auch mit 
Harzseifen oder Gummi arabicum emulgieren und so wasserlöslich 


1) Archiv für Hygiene 1889, IX, 8. 197. 
*) Centralblatt für Chirurgie 1858, No. 40. 
®) Zeitschrift für Hygiene 1889, VI, 8. 591: 
*) Berliner klin. Wochenschrift 1886, No, 37. 
>) Mittheilungen aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte 1891, Bd: I, 8. 24. 
#) Archiv für Hygiene 1867, Bd. VIL, 8, 917; 
a 
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Zu Laboratoriums-Versuchen über 


die Desinfection mit Gasen 


empfiehlt sich folgende Versuchsanordnung nach Fischer und 
Proskauer?). Ein dickwandiger Glasballon, AA, von ca. 20 I 
Rauminhalt, Fig. 57, wird mit einer starken Kappe, aa, ron vul- 
kanisirtem Kautschuk verschlossen, deren Rand durch eine Schnur 
straff an den Flaschenhals angedrückt wird. In der Kappe findet 
sich central eine grössere und rings um diese noch einige kleinere 
Durchbohrungen, welche sämmtlich mit Kautschukpfropfen ver- 


Fig. 57- 





schlossen werden können. Die mittlere (5 bis 6 cm breite) Durch- 
bohrung dient zum Einführen der Objectee Die Versuchsobjecte 
werden, um den Gasen von allen Seiten den Zutritt zu gewähren, 
in siebartig durchlöcherte Paraffinnäpfchen n gelegt. Diese Näpfchen, 
deren Durchmesser zur bequemen Einführung etwas geringer ist, als 
der der Durchbohrung, werden an einem Glasstabe, pp. befestigt, 
welcher durch die Mitte ihres Bodens hindurchgeht, so dass mehrere 
solcher Näpfchen übereinander angebracht werden können. Durch 





%) Ueber die Desinfection mit Chlor und Brom. Mittheilungen aus dem 
Kaiserl. Gesundheitsamte Bd. II, 1884, 8. 238. 
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schätzt, an der Luft oder im Exsieeator eintrocknen, dann bringt 
man nach Stunden oder Tagen und Wochen einen Tropfen sterilisirter 
Bonillon auf das eingetrocknete Präparat und legt das Deckglas 
mit dem hängenden Tropfen in eine feuchte Kammer, Oder man 
giebt das Deckglas mit seiner angetrockneten Schicht in ein Köülb- 
chen mit Bonillon, wobei man oft vortheilhaft das Deckglas in 
kleine Stäckehen zerbricht. Oder aber mau. trocknet das Material 
an Fäden an und bringt von Zeit zu Zeit solche Fäden in Bonillen, 
oder auf Agar oder Kartoffeln. 

Die durch das Eintrocknen herbeigeführte Erschöpfung des 
Nährbodens macht sicht unter sonst günstigen Bedingungen anf 
endospore Bakterien dadurch bemerkbar, dass dieselben in den Fäden 
resistente endogene Sporen bilden, welche selbst nach Monaten bei 
Zusatz der Nährlösung wieder auskeimen. Wenn die sonstigen Be- 
dingungen aber zur Bildung von Dauerformen nicht genügen oder 
wenn es sich um Bakterien handelt, welche keine gegen die Trocken- 
heit sehr resistente Sporen bilden, dann wirkt das Austrocknen in 
einiger Zeit gleichzeitig tödtend, so dass später bei Zusatz der Nähr- 
lösung kein Auskeimen dieser Bakterien mehr eintritt. 


Die Einwirkung hohen Druckes 


auf die Bakterien ist nur mit besonderen Apparaten zu studiren. 
Bis jetzt gehen die Angaben noch derart auseinander, dass ichmich 
mit Andeutung dieses Gebietes begnügen muss. Der Wunsch, dass 
auch. diese Seite der Methodik bald etwas besser hearbeitet wird, ist 
begründet durch die Angabe der Existenz aörobiotischer Bakterien in 
beträchtlichen Meerestiefen und durch die Resistenz von Bakterien gegen 
entsprechenden künstlich hervorgerufenen Druck bis zu 1000 Atın.'). 
Hierher gehören auch die Angaben von Chauveau und Woss- 
nessenski*), dass Drucksteigerung erst abschwächend und bei 
gewisser Höhe tödtend auf Milzbrandbaeillen wirkt. Um geringere 
Druckschwankungen zu beobachten, kann man sich des Klebs’schen 
Apparates $. 356 bedienen. 


1) Certos, Comptes rendus, Bd. 99, 8. 690 und 145, Bd. 49, 8. 385. 
#) Comptes vondus, Bd. 98, 8; 314, 
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Engelmann?) fand, dass die Schwärmbewegungen des bakte- 

rinm photometricum abhängig sind 

vom Lichte‘) 
und dass im Sonnenspectrum die Ansammlung der Zellen am stärksen 
im Ultraroth ist und durch Grün und Blau nach dem Violett hin 
immer mehr abnimmt. 

Engelmann‘) hatte gefunden, duss die Zerlegung der Kohlen- 
säure nicht nur durch den grünen Farbstoff des Chlorophyll, sondern 
auch durch blaugrüne, gellgrüme, gelbe, braune und rothe Farbstoffe 
erfolgt und dass die Assimilation mit der Absorption parallel geht. 
Weiter ermittelte er*), dass die Purpurbakterien vermittelst des 
Bakterio-Purpurin, einem ächten Chromophyll, im Liehte Sauerstoff‘ 
ausscheiden. Hierzu kann man sich verhältnissmässig bequem nach 
Hoppe-Seyler’, und Engelmann des defibrinirten, durch einen 

Wasserstoflstrom venös gemachten Blutes bedienen, dessen venise 
Farbe durch den Sauerstoff, welche in ihm befindliche chromophyli- 
haltige Zellen bilden, bei Beleuchtung hellroth wird. Auch hierzu 
und zu der „Bakterienmethode* von Engelmnann, bei der man 
die Empfindlichkeit verschiedener Bakterienarten. besonders einiger 
Schraubenbakterien, gegen Wechsel der Sauerstoffspamnung und die 
Sauerstoffgier einiger zur Gruppe des b.-termo gehörigen Fäulniss- 
bakterien ansnutzt, bedarf man des Engelmann schen Mikrospec- 
tralapparates: 

Das diffuse Tageslicht ist nach den bisherigen Er- 
fahrangen ohne Einfluss auf das Wachsthum vieler Bakterien, nur für 
Streptokokkus ochroleukus wurde von Prove ermittelt, dass er bei 
völliger Dunkelheit kein Pigment bildet, sondern das gelbe Pigment 
nur bei diffusem Tageslicht und direetem Sonnenlicht entwickelt. 
Ebenso erfährt das Wachsthum bei einigen höheren Arten, wie Beg- 








1) Archiv f. d. ges. Physiologie 1889. Bi. 30, 8. 9. 

#) Eine zusammenhängende Darstellung findet sich bei Raum; Zeitschrift 
für Hygiene 1889, VI, 8. 312. 

3) Botanische Zeitung 1887, 8. 394. 

4) Archiv f. d. ges. Physiologie 188%, Bd, 42, 8. 189. 

%) Zeitschrift f. physiologische Chemie, Bd. I, 8 43. 
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14. Die Infeetions-Methode, 


‚Bei dem höchsten, als streng obligater Parasitismus bezeichneten 
Grade der Anpassung an die parasitische Lebensweise scheinen 
a priori nur die Gewebe des thierischen oder pflanzlichen Organismus 
den Parasiten die nöthigen Existenzbedingungen zu. bieten. und. in 
manchen extremen Fällen scheint nur eine ganz bestimmte Art oder 
selbst nur eine bestimmte Varietät den Parasiten als Wirth dienen 
u können. Derartige Beobachtungen führten dazu gesunde Thiere 
und Pflanzen der für die Parasiten empfünglichen 
Arten künstlich mit denselben zu infieiren, so dass 
dann der künstlich infieirte Organismus diese Para- 
siten unter reinen Bedingungen enthielt. Ich erinnere nur 
an die grundlegenden Versuche von Bassi über die Muscardine ge- 
nannte Krankheit der Seidenraupen, an Küchenmeister’s Ex- 
perimente „über die Metamorphose der Finnen in Taenien,* an die 
bekannten Experimente über Trichinose von Leukart, Zenker, 
Virchow, an.die Infectionen von Pflanzen mit Pilzen von de Bary, 
van Tieghem und von Brefeld, welcher letztere die Aufgabe 
der Infectionsmethode dahin präcisirte '), „erstens zu ermitteln wo 
und wie die Pilzkeime eindringen, dann zweitens die Entwicklung, 
des Pilzes und das Fortschreiten der typischen Erkrankung der Wirthe 
von den eingedrungenen Pilzkeimen lückenlos herzuleiten.* 

Man umgeht durch das Thierexperiment die Schwierigkeit, dass 
die betreffenden Parasiten in künstlichen Nährsubstraten vielleicht 
nicht wachsen, und erreicht in dem Blute oder Gewebe der Thiere 
resp. Pflauzen zunächst relativ reine Massenkulturen und nach 
einigen Vebertragungen vollig reine Kulturen. 

Die sowohl durch klinische Beobachtungen, durch Thatsachen 
der Epidemiologie als vielfache Experimente festgestellte Debertrag- 
barkeit vieler Infectionskrankheiten führte dann, nachdem man manche 
dieser Krankheiten in Beziehung zu Bakterien zu bringen gelarnt 


#) Die künstliche Kultur parasitischer Pilze. Botanische Untersuchungen 
über Hefenpilze, Bd. V, 1889, 8 1. 
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Species zu wählen, welche der Thierart uahe stehen, bei der die 
Krankheit spontan auftritt. Bei der Schwierigkeit diesem Postulat 
gerecht zu werden, bleibt es wünschenswerth, unter den kleineren, 
leicht zugänglichen Thieren die empfindlicheren für möglichst: viele 
Krankheiten zu ermitteln. ee 
tragungsversuchen. 

Diese Infeetionsmethode als Methode der Rein- 
kultur, bei der das Blut oder Gewebe des absicht- 
lich infieirten Organismus eine Reinkultur der infee- 
tiösen Mikroorganismen darstellt, ist bei allen den Bak- 
terien ins Auge zu fassen, welche den höchsten Grad der parasitischen 
Adaption zeigen, und bei allen den Infectionskrankheiten, bei denen 
bis jetat Mikrobien noch nicht nachgewiesen sind, welche aber nach 
ihrem klinischen und epidemiologischen Verhalten als contagiöse 
Krankheiten aufzufassen sind. Bei einzelnen dieser Kranklieiten, 
bei vielen acuten Exanthemen, scheinen aber selbst derartige Ueber- 
tragungen ganz aussichtslos, weil diese Krankheiten möglicherweise 
ganz ausschliesslich den Menschen befallen, weil bei denselben die 
supponirten Mikroorganismen nur noch im menschlichen Körper die 
Existenzbedingungen finden. In solchen Fällen ist natürlich die Ld- 
sung aller der früher 8, 384 gestellten Fragen unmöglich, und es 
würde unbillig sein von der bakteriologischen Forschung hier die 
Lösung von Aufgaben zu verlangen, welche der Natur der Sache 
nach unlösbar sind, 

In diesen Fällen müssen aber die lösbaren Theile der Aufgabe 
um so gewissenhafter ermittelt, die klinischen und PUMERE SET 
Beobachtungen um so kritischer gesichtet werden. 

Aber .der Bakteriologe darf erst auf die Lösung aller Aufgaben 
verzichten, wenn wirklich alle Möglichkeiten erschöpft sind. Eine 
Verbesserung der Methoden gestattet bisweilen scheinbar unmögliche 
Aufgaben noch lückenlos zu lösen, wie Koch's Ermittelung der 
Aetiologie der Tuberkulose lehrt, bei welcher das Experiment, trotz 
des scheinbar höchsten Grades parasitischer Adaption, Reinkulturen 
ausserhalb des thierischen Organismus herzustellen gestattete. 

Die Infectionsmethode als Methode der Reinkultur erfordert 
in der Regel die Wahl sehr empfänglicher Thiere, z. B. Feld- 
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die allein maassgehenden hinzustellen ‚und. das Thierexperiment als 
nichts beweisend für die natürliche Art der Infection anzusehen, 
grossen Schwächen der Metloden erinnert, mit denen die anderen 
Forschungsrichtungen in der Aetiologie arbeiten müssen, bei denen 
die Sicherheit der daraus gezogenen Schlüsse oft recht grell mit 
der Unsicherheit des Beobachtungsmaterials constrastirt. 

Aber auch bei den Thierexperimenten hat man sich vor Ein- 
seitigkeiten zu hüten. Der Experimentator, welcher im Besitze 
empfänglicher Thiere das Experiment vollständig beherrscht, verfällt 
leicht in den Fehler zu einseitig contagionistisch zu denken und aus 
seinen Versuchen für den natürlichen Infeotionsmodus zu viel zu 
schliessen, auch da, wo seine Versuche ihrer Natur nach unabge- 
schlossen geblieben sind. 

Die Aufgabe des Thierexperimentes ist aber in Wirklichkeit 
eine zweifache, wobei allerdings eine Strenge Scheidung kaum durch- 
führbar ist. Einmal ist überhaupt durch directe Deber- 
tragungsversuche zu ermitteln ob eine Bakterienart 
pathogen ist oder nicht, ob sie Erreger einer Krank- 
heit oder ein zufälliger Begleiter ist. 

Durch Uebertragungen auf möglichst viele Arten 
von Versuchsthieren ist zu ermitteln, ob sie nur für 
die eine Thierspecies maligne Eigenschaften entfal- 
tet, bei der sie spotan beobachtet wurde, oder ob sie 
auch für andere Thiere pathogenetisch ist, Die Beant- 
wortung dieser Frage ist zur Ermittelung der Verbreitungsmöglich- 
keiten einer Infectionskrankheit höchst wichtig. 

Durch diese Versuche ist gleichzeitig zu ermitteln ob die Bak- 
terien bei der künstlichen Infection sich ebenso wie bei der spon- 
tanen Erkrankung im Körper in einer Verbreitung und Anordnung 
vorfinden, welche alle klinischen Symptome und pathologischen Be- 
funde zwanglos erklärt. 

Zweitens ist zuversuchen den Modus der Infection 
möglichst zu erreichen, denwirausklinischen, pathıo- 
logisch-anatomischen und allgemein epidemiologi- 
schen Ermittelungen als den Modus der natürlichen 
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Thiere durchaus nicht derselbe sein muss, wie für den Menschen 
‚oder grössere Heerdthiere. Die Zahl der Keime, welche für eine 
Infeetion in minimo nöthig ist, wird in der Regel gur nicht be- 
achtet und zweifellos werden meist viel grössere Mengen verwerthet 
als bei den spontanen Infectionen in Frage kommen. Die Zahl der 
zur Infeotion nöthigen Keime kann aber bei verschiedenen Thier- 
species sehr schwanken und umgekehrt kömen Differenzen in der 
Zahl der Keime den Infectionsmodus beeinflussen. 

Bei anderen Mikroparasiten hat ıman zu beachten, dass sie nur 
für bestimmte Species infeetiös sind und, auch in geringer Zahl über- 
tragen, die Krankheit bei gesunden Thieren auslösen, während auf 
andere Thiere eine grössere Zahl Keime übertragen werden muss; 
schliesslich existiren Thiere, bei denen durch die lebend übertragenen 
Mikroorganismen gar keine Infection zu Stande kommt, sondern bei 
denen nur die übertragenen Stoffwechselprodukte giftig und tödtlich 
wirken. Dies verknüpft die pathogenen Bakterien pbylogenetisch 
unmittelbar mit denjenigen gewöhnlichen Saprophyten, welche selbst 
für Thiere nieht infeetiös sind, welehe aber bei der Eiweissspaltung. 
der Fäulniss, giftig wirkende Stoffwechselprodukte bilden. 

Bei maneben Infectionskrankheiten beobachten wir, dass gleich- 
zeitig oder nacheinander zwei Mikroparasiten ein Individuum befallen 
und diese Mischinfeetionen und Nachkrankheiten sind noch besonders 
zu beachten, weil sie das epidemiologische Verhältniss noch unklarer 
machen und für die Therapie neue, complicirtere Aufgaben stellen. 

Die toxischen Substanzen, welche Saprophzten ausserhalb in 
flüssiger oder Gasform bilden, können einen gesunden Organismus 
oder für die Localisation wichtige Gewebe und Zellterritorien 
schwächen und dadurch eine Infection begünstigen. Solche Stofl- 
wechselprodukte spielen bei älteren Kulturen eine Rolle, 30 dass es 
nicht einfach genügt die Bakterienkulturen zu übertragen, sondern 
dass man auch das Alter der Kulturen besonders bachten muss um 
klar zu stellen, ob eine reine Infection oder eine mit Intoxication 
gemischte und dadurch begünstigte Infeotion vorliegt. Aehnlich 
können auch mechanische Verletzungen der Gewebe wirken. 

Im Innern des Körpers können in Ahnlicher Weise normale 
basische Stoffwechselprodukte, die Lenkomatne, wenn sie pathologisch 


Nueppe, Bakterien-Porichung. 8 Auflare, 7 
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und vertheilt dann die Bakterien in entsprechend grösseren Wasser- 
mengen. Zur Vermeidung von Gefahren hat sich der Operateur in 
einer grösseren Entfernung zu halten durch Einschaltung eines längeren 
Gummischlauches, event. unter Verwendung einer durch mehrfache 
Lagen Filtrirpapier gebildeten Maske vor Mund und Nase. Kann 
man das Thier, z. B. eine Maus, in einem engen Raume, einer Röhre 
z. B. so unterbringen, dass es sich nicht wenden kann, so dirigirt. 
man die zerstäubten Massen direct gegen das Maul des Thisres. 


Fig. 58. 





H. Buchner!) hat in der letzten Zeit die Technik der In- 
halationen wessentlich verbessert. Bei direeter Anwendung des Spray 
wurden die Thiere durchnässt und mit Impfmaterial geradezu über- 

%) Archiv f. Hygiene 1888, VIEL, 8, 145. Centralbistt für Bakteriologie 
1889, VI, No, 10. 
q* 
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Röhre b wird das staublörmige Versuchsmaterinl auf den Grund des 
Trichters B gebracht und, nach Verschluss dieser Röhre mit einem 
Gummipfopf, durch ein Gebläse, welches mit der Glasröhre a ver- 
bunden wird, aufgewirbelt und der Athımungsluft im Raume A bei- 
gemischt. Da das staubförmige Material sich an den Glaswänden 


ansetzt, muss man es von Zeit 
zu Zeit durch Klopfen an die 
Gefüsswand wieder zum Sinken 
bringen, um es wieder aufwirbeln 
zu können. 

Da bei der natürlichen In- 
Testion durch die Atlımung die 
Dauerkeime eine grosse Rolle 
spielen, ist hierauf in den Experi- 
menten Rücksiebt zu nehmen, 
und manche der Differenzen über 
Erfolg und Nichterfolg sind wohl 
hieraufzurückzuführen. Bei Milz- 
brand bewirken nach H. Buch- 
ner die Sporen eine Allgemein- 
infeetion, die Bacillen dagegen 
eine heftige Pneumonie. Zur Er- 
zielung der Inhalations- 
tuberkulose durch tuber- 
kulöse Sputa verreibt man 
nach Veragnth') 10 gr eitri- 
ges tuberkulöses Sputum mit 
der 50 fachen Menge Wasser, 
filtrirt diese Suspension zur Ent- 





Fig. 59. 


fernung von Beimengungen, welche an und für sich eine mechanische 
oder chemische Reizung des‘ Lungengewebes verursachen könnten, 
durch zwei dichte Flanelllappen oder nach W eichselbaum‘°) durch 


entfettete Baumwolle. 


#) Experimentelle Untersuchungen über Inhalntions-Tnberkalose, Arch. f. 


experim. Pathologie 1883, Bd. IT. 
®) Wiener med. Jahrbücher 1883. 
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stück auf die hintere Parthie der Zunge, so dass es ungekaut ver- 
schluckt werden muss, Kleine Würfel von bartgekochtem Eiweiss ete. 
kan man ebenso präpariren. Das Bakterienmaterial kommt dann 
bei Ausschluss jeder Verletzung der Schleimhäute in den Magen, 
Die bisherigen Versuche lehren, dass frische, sporenfreie Bakterien 
in der Regel oder doch häufig durch die Säure des Magensaftes ver- 
nichtet werden und nicht infieiren. Man muss deshalb die Versuche 
mit sporenfreiem und sporenhaltigem Material anstellen, Kleine 
Thiere, wie Ratten, Mäuse, kann man einigermaassen sicher zur Auf- 
nahme einer bestimmten Nahrung nur zwingen, wenn man sie vorher 
etwa 24 Stunden hungern lässt; man giebt ihnen dann die Bakterien 
in einer Lieblingsnahrung, ». B. in kleinen Stückchen von süssen, 
gelben Rüben eingeschlossen. 

Da näch den bisherigen Erfahrungen eine Begünstigung 
der Infeetion durch alle die Momente erwartet werden kann, 
welche der Säurebildung im Magen direet oderindirect 
entgegenwirken oder dieselbe umgehen, kann man ver- 
suchen bei Bakterien, welche keine endogenen Sporen bilden, oder 
sich nicht im Sporenzustande befinden, der hemmenden Wirkung des 
Magensaftes dadurch zu begegnen, dass man nach Nicati und 
Rietsch?) die Bakterien direct in das Duodenum injieirt, Diese 
Operation wird unter antiseptischen Cautelen mit sterilisirten und 
wieder abgekühlten Instrumenten und mit im Dampfe sterilisirter 
Watte und Seide ausgeführt. Das aufgebundene Thier wird mit einem 
Bogen durch Dampf sterilisirten Gummipapiers bedeckt, welches nur 
über der Operationsstelle eine Ouffnung hat. Die in dieser Oeffnung, 
zu Tage liegende, in genügender Ausdehnung von den Haaren. be- 
freite und abgeseifte Bauchhaut wird mit 1°/, Sublimatlösung gründ- 
lich abgewaschen, dann wird das Sublimat durch sterilisirtes Wasser 
wieder entfernt. Der Schnitt wird unter Verwendung eines Aether- 
apray in der linea alba etwas unterhalb des proc. xiphoideus ange- 
legt. Nach. Eröffnung des Peritoneum findet man. schnell das Py- 
lorusende des Magens, verfolgt dasselbe dem Netze entlang bis 


2) Semalne med. 18%4, No. 38. Vergl. auch Deneke, deutsche med, 
Wochenschrift 1885, No. 3. 
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wirkung des Magens wird zuerst dadurch a 
dem Thier mit feiner Schlundsonde 5 ccm einer 5°, Lösung von 
kohlensaurem Natron eingeflösst wird. Zum bequemen Einführen 
der Sonde nimmt man ein kleines viereckiges Holzstück, welches in 
der Mitte zum Durchführen der Sonde durchbohrt ist. und so gross sein 
muss, dass sich die Thiere darauf gut festbeissen "können, s0 dass 
hindernde Bewegungen des Mundes und der Zunge fortfallen, Einige 
Zeit später (der Mageninhalt reagirt noch nach 3 Stunden alkalisch) 
wird die Suspension der Bakterien in Bopillon oder Wasser oder 
direet eine Reinkultur in Bouillon in derselben Weise. eingeführt, 
Dies genügt bisweilen, aber nicht immer und es wird oft nach der 
Infeetion nöthig, noch eine Nebenwirkung hervorzurufen und eine 
zeitweilige Erschlaffung der Darmmuskulatur und Auf- 
hebung der Peristaltik herbeizuführen. Dies erreichte Koch 
am sichersten durch eine Injection von Opiumtinetur in die Bauch- 
höhle, wobei auf 200 gr Gewicht des Thieres 1 cem Opiumtinctur ge- 
rechnet wurden; die sich zunächst einatellende starke Narcose geht 
in ca. 1 bie 1/, Stunde vorüber; weniger sicher als Opium wirkten 
Alkohol, Chloral und Morphium. Bei anderen Thieren kann viel- 
leicht das Narcoticum direct in den Magen oder subeutan beige- 
bracht werden. 


Kuisl') machte einige Untersuchungen, nach welchen der nor- 
male Magensaft viele Bakterien schwächt, ohne sie immer zu tödten, 
80 dass sie ohne die bis jetzt besprochenen Hilfsmittel vielleicht nor- 
maler Weise eliminirt werden, ehe sie eine Wirkung ausüben können, 
ohne dass man aber aus der nicht erfolgten Infection schliessen kann, 
dass sie im Magen auch wirklich getödtet waren. Bei der Kultur 
der Bakterien aus den Dejectionen ist zu beachten, dass die im Dünn- 
darm vegetirenden Bakterien im Diekdarm durch die specifischen Fäul- 
nissprodukte, bei Meerschweinchen vielleicht auch durch die sauere 
Reaction des Coeeums, abgeschwächt nnd getödtet werden können. 
Man muss deshalb oft neben den diresten Platten, die Dejeetionen 
nach Schottelius und Gruber mit etwa der vierfuchen Menge 
Bouillon mischen und sie ruhig 3 bis 5 Tage bei Zimmertemperatur 


#) Aerztliches Intelligenzblatt 1885, No. 36 und 37. 
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EUER NLSEEISRBRTDOSBEE SSEENG BEEHLEN ERBE 
Messer machen, 

Man wählt solche Stellen, an welchen die Thiere die Wunde 
nicht lecken können und welche ausserdem gestatten, den Prozess 
möglichst sichtbar zu verfolgen. Hierzu eignet sieh vorzüglich das 
Ohr. Man macht an der inneren Fläche nicht weit von der Spitze 
oder an der vorderen Wurzel in die freie, den Knorpelrand begren- 
zende Haut einen nur wenige Millimeter tiefen, nicht blutenden 
Schnitt. Bei Mäusen gelingt fast mur au der Ohrwarzel und auch 
da noch schwer genug eine rein cutane Verletzung. 

Auch die Impfungen der durchsichtigen Hornhaut, welche 
von Nassiloff‘) und Eberth?) eingeführt wurden, kann man 
hierher rechnen. Man macht vom Horohautrande her einen Hachen 
Einstich in die Hornhaut, von dem aus die Bakterien in die Horn- 
baut in der sternartigen Form der sogenannten Pilzfgur hinein- 
wuchern. 

Auseinanderzuhalten von der ächten eutanen Impfung ist die 


subcutane und intramuskuläre Application 


der Bakterien. Man schneidet an einer von Haaren befreiten, gegen 
Lecken sicheren Stelle eine mit der Pinzette erhobene Hautfalte am 
Grunde ein und bildet mit stumpfer Sonde oder dem Messer eine 
Hauttasche. In diese Hauttasche streicht man mit sterilisirtem 
Messer oder Platinnadel von der Reinkultur ein und drückt dann die 
Haut wieder fest an. Bei Mäusen operirt man nach Koch?) am 
bequemsten derart, dass man die in einem grossen verdeckten Glas- 
eylinder sitzende Maus mit einer langen Pinzette am Schwanze fasst 
und den letzteren aus einem schmalen, für die Mans selbst nicht 
passirbaren Spalt zwischen Deckel und Glasrande soweit hervorzieht, 
dass man ihn mit der linken Hand gut fassen und halten kann. 
Dann macht man mit der Scheere in die verschiebbare Haut an der 


2) Virchow's Archiv, Bd. 50, 8. 550. 

#) Bakterische Mykosen 1872, 

3) Die Actiologie der Milsbrandkrankheit. Beiträge zur Bislogie der 
Pflanzen, II. Bd, 3. Heft, 1876, 5. 279, 








währte Form der Pravaz'schen a Syrien wenn Stier teen 
nur in Glas gehalten ist, so dass die Kanüle genau auf die Glas- 
spitze der Spritze passt, und wenn ein sterilisirharer Stempel aus 
Asbest gewählt wird, Solche Spritzen werden in mehr oder weniger 
guter Ausführung schon an vielen Orten gefertigt. 

Zum Injieiren dienen. klare Bouillon- oder Blutserumkulturen 
‚oder frisch hergestellte Suspensionen der rein kultivirten Bakterien 
in sterilisirtem Wasser oder in 0,5%, Kochsalzlösung. 

Bisweilen muss man nach. Durchtrennung der Haut das Ma- 
terial intramuskulär einbringen. Man macht entweder gleich 
mit inficirtem Skalpell einen Rinstich in die Muskulatur oder man 
sticht mit sterilisirtem Messer ein und infieirt dann mit der Pla- 
tinöse. Von Wichtigkeit kann auch das Einbringen von Bakterien 
in die vordere Augenkammer werden, besonders bei Arten, 
welehe s0 langsam wachsen, dass die ersten sichtbaren Bffsete in 
der Iris sich einstellen, wenn alle Entzändungserscheinungen schon 
beseitigt sind. Cohnheim und Salomonsent) führten diese 
Methode für die Tuberkulose ein. Die Technik ist fast dieselbe wie 
bei der Iridectomie. Die linke Hand fasst mit einer Pixirpinzette 
eine Falte der Conjunctiva und dreht mit derselben den Augapfel 
nach unten, während ein Gehülfe den Kopf fixirt; bei einiger Vebung 
kann man sogar die Fixirpinzette entbehren. Die andere Hand sticht 
das schief nach Innen gerichtete Lanzenmesser dicht am oberen Rande 
der Hornhaut ein. Sobald die Spitze in der vorderen Kammer an 
gelangt ist, senkt man den Stiel so, dass die Spitze gegen die Horn- 
hant gerichtet ist. In dieser Weise muss auch das Messer, sobald 
der Schnitt genügend gross ist, zurückgezogen werden, damit nicht 
wegen des abfliessenden Kammerwassers die nach vorn dringende 
Iris und Linse verletzt werden. Von in Wasser suspendirten Rein- 
kulturen kann man einige Tropfen mit einer Spritze einführen, 
während man kleine Partikel bakterienhaltigen Materials mit einer 
Irispinzette einbringt. 


1) Sitzungsborichte der Schlesischen Gesellschaft für vaterländische Kultur- 
vom 13. Juli 1877 und Salomonsen: Om Indpodning af Tuberkulose, sarligt 
i Kaninens Iris. Nordiskt Medicinskt Archiv 1878, Bd, XI, No. 12 und 19, 
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Impfstoffen geschieht theils durch die bereits besprochenen Agentien, 
welche auf die pathogenen Bakterien als Reiz wirken und je nach 
ihrer Intensität das Wuchsthum begünstigen oder abschwächend oder 
tödtend wirken, theils durch Uebertragung auf empfänglichere oder 
weniger eımpfängliche Thiere. Hieraus ergiebt sich, dass die ver- 
schiedenen Methoden zur Herstellung von Impfstoffen nicht so schroff 
von einander geschieden sind, wie es Flügge hervorgehoben hat, 
der die schädigenden, degenerirte Arten hervorrufenden Methoden 
streng von den Methoden trennt, welche physiologische Varietäten 
der pathogenen Arten hervorrufen. 
‚Gowisse Reize, wie Luftsauerstof, Temperatur und Chemikalien, 
4. B. Karbolsäure, wirken nach Flügge in den bis jetzt am besten 
bewährten Anwendungsweisen auf die pathogenen Bakterien degene- 
‚rirend. Dieselben erleiden nicht nur einen Verlust ihrer infectiösen 
und toxischen Bigenschaften, sondern sie wachsen auch schlechter 
als die pathogenen Stammarten, Für Abschwächungsversuche sind 
diese degenerirend wirkenden Reiza noch nieht nach der Richtung 
genügend systematisch untersucht worden, ob sie nicht bei anderen 
Anwendungsformen und Concentrationen die Virulenz ebenfalls, wenn 
auch langsamer herabsetzen, aber unter Erhaltung und selbst Stei- 
gerung der Wachsthumsfähigkeit. 

Dies ist im höchsten Grade wahrscheinlich, seit wir wissen, _ 
dass man durch die sterilisirten Stoffwechselprodukte der infectiösen 
Arten in ihrer Gesammtheit sowohl, als auch durch isolirte Toxine 
Impschutz bewirken kann. Im Einklang hiermit steht die bereits 
vorher bei der Hühnereholera von Pasteur, bei Rotz von Löffler, 
bei der Wild- und Schweinegeuche durch Kitt, Schütz und mich, 
bei Lepra durch Bordoni-Uffreduzzi ermittelte Beobachtung, 
dass diese Bakterien unter dem Einflusse ihrer eigenen Stofwechsel- 
produkte spontan eine Einbusse und schliesslich Verlust ihrer Viru- 
lenz erleiden. Diese wenig oder nicht mehr malignen Abkömmlinge 
sind bisweilen degenerirt und wachsen schlechter, bisweilen wachsen 
sie aber üppiger und sie verhalten sich mehr wie gewöhnliche Sa- 
prophyten und zwar wie lebenskräftige, nicht maligne Modifieationen 
oder Varietäten der pathogenen Arten. Dasselbe ist bei den Tu- 
berkelbacillen der Fall, wenn man sie auf glycerinhaltigen Nähr- 

Muoppe, Baktorion-Porschung. 5, Aufnge. 2 











Das wesentlich Neue zur Erkennung des Wesens des Imfpschutzes 
war aber, dass Pasteur direot zeigte, dass die Parasiten ‚der In- 
fectionskrankheiten ihre Virulenz eiubüssen und verlieren, dass er 
zuerst künstlich die Virulenz durch verschiedenartige Eingriffe zu 
beeinflussen lehrte, dass die künstlich und absichtlich veränderten 
Abkömmlinge sich als Impfmaterial, „Lymphe*, „Vaccin*, gegen die 
virulente Stammart verwerthen liessen, 

Bei diesem experimentell beherrschbaren Ausgangspunkte blieb 
man nicht stehen. Toussaint, später Chauveau, vor Allen Smith 
und Salmon, dann Roux und Chamberland zeigten, dass die steri- 
len Stoffwechselprodukte einen Impfschutz verleihen, und Beumer, 
Foä und Bonome fanden, dass die Toxine auch gegen die Intoxi- 
eation schützen, und dies stellt die neue Aufgabe, den Impfschutz, wenn 
möglich, mit reinen Stoffwechselprodukten, mit Toxinen anzustreben, 
weil man hierbei ganz gensu die Menge bestimmen kann. Roux 
zeigte, dass die Schutzimpfung gegen malignes Oedem nicht gegen 
Rauschbrand, dagegen umgekehrt die Rauschbrandschutzimpfung auch 
gegen malignes Oodem schützt. Wie weit bei diesen sehr Ähnlichen 
Krankheiten die Bildung verschiedener Mengen bestimmter Stofl- 
wechselprodukte in Frage kommen kann, ist noch unsicher, Doch 
geht daraus hervor, dass man auch allgemeinere Methoden des 
Impfschutzes gegen verwandte Krankheiten, gegen Krankheitsgruppen 
in Betracht ziehen darf, und da vielleicht das Wesentlichste in be- 
stimmten Toxinen liegt, dass man auch hierbei an Impfungen mit 
reinen ehemischen Körpern denken darf. 

Dass die Impfschutz und reaetive Entzündung erregenden Körper, 
welche bis jetzt isolirt wurden, Biweisskörper sind, und dass die- 
selben von den eigentlichen specifischen Giften, den Toxalbuminen 
im engeren Sinne, verschieden sind, wurde bereits früher 8. 392 er- 
wähnt. Durch die lsolirung dieser Schutz- und Heilstoffe wird deren 
Dosirung erleichtert und damit die Gefahr der ursprünglichen Pa- 
stenr’schen Methode, d. h. die Mitübertragung von mehr oder 
weniger abgeschwächten Infectionserregern vermieden. 

Die Impfung durch Stoffwochselprodukte lässt die Frage auf- 
werfen, ob die Toxine den Chemismus des Blutes und der Gewebe 
alteriren oder, da der Chemismus auf die Dauer doch stets von dem 


























Schutzimpfungen. 1 
in gerinnbare Eiweisskörper zuräckverwandelt. Die normalen Peptone 
sind im Blute nach Schmidt-Mälheim. Gifte, Hiernuch üben 
‚die Darmepithelien eine wichtige antitoxische Function aus, Bei 
jeder Darmkrankheit, bei welcher die Epithelien ubgestossen sind, 
wie bei der Cholera, liegen demnach die resorbirenden Lymphgefässe 
ungeschützt da und müssen die nach Scholl’s Ermittelungen der 
+ Klasse der Peptone angehörigen Gifte unvermittelt der Blutbahn zu- 
führen. Die Achten Peptone wirken nicht chemotaktisch, wohl aber 
die sich anschliessenden höheren Eiweisskörper. Bei jeder Ver- 
dauung finden wir aber in der Darmwand auch eine vermehrte Leuko- 
tytose, welche jetzt ihre ungezwungene Erklärung in der Ueberführeng 
der Peptone durch die Darmepithelien in trophotaktische Eiweiss- 
körper findet. Durch diese Erklärung wird endlich auch die Ab- 
nahme und das Ausbleiben der Lenkocytose bei Verdanungsstörungen 
erklärt. | 

Die Leukocyten vermögen eine Reihe verschiedener Funetionen 
auszuüben, welche zum Theil erst in letzter Zeit durch die bakte- 
riologische Forschung erkannt wurden: 1. sie halten die Saftbahnen 
frei, indem sie anorganische oder organische, todte korpusenläre Ble- 
‚mente, also auch abgestorbene Mikrobien (Baumgarten, Weigert, 
Flügge) aufnehmen und weiter transportiren (Fressen, Voraeität 
nach Virchow); 2. sie wirken antiparasitär, indem sie a) im Zu- 
stande der vita minima befindliche, aber an sich lebens- und ent- 
wieklungsfähige Keime, Sporen, aufnehmen und zu Organen, Ge- 
weben, Zellterritorien transportiren. in denen sie durch Gewebszellen 
und Säfte vernichtet werden, b) indem sie als Phugoeyten (Metsch- 
wikoff) lebende und virulente Mikrobien in sich aufnehmen, die- 
selben in ihrer Vitalität und. Virulen« schwächen und dieselben 
tödten, oder &) indem sie eindringende Mikrobien wallartig (Ribbert) 
umgeben und dadurch gegen das gesunde Gewebe abschliessen, 
3. sie wirken antitoxisch (antifermentativ); a) indem sie durch den 
Reiz von giftigen (ev. enzymartigen) Stoffwechselproducten ‚oder 
Proteinen der Mikrobien angelockt werden (Chemotaxis) und sich 
deshalb an den bedrohten Ort begeben (H. Buchner, Gabrit- 
schewsky, Hueppe und Scholl); werden diese Reize stärker, #0 
bewirken sie b) Neerobiose (Obagulationsneeros®) oder Necrose der 
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wissermaassen. bewegliche Truppen der Festung unseres Organismus, 
welche sich an die bedrohten Punkte begeben und festlagern, wo 
der normal sonst genügend feste Wall der Epithelien mechanisch 
und chemisch ungenügend ist; 8. die normalen autiparasitären und 
antitoxischen Wirkungen des Blutserums, der Lymphe, der Gewebs- 
säfte werden durch Zerfall der Zellen dieser Säfte herabgesetzt, so 
dass sie gerade umgekehrt durch Zerstörung rother Blutkörperchen 
(Buchner) und Iymphoiden Zellen (F. Fischel) sogar zu einem 
guten Nährboden für Mikrobien werden; durch ihr Absterben kön- 
nen dio Wanderzellen noch für den Verlauf einer Infection Bedau- 
tung haben. 

Abschwächungen können durch den Sauerstoffder Luft 
erfolgen. Dies hatte Pasteur zuerst für Hühnercholera angegeben. 
In den Kulturen spielen aber neben der Luft noch Stoffwechsel- 
produkte und Temperatur eine grosse Rolle, so dass man eine Con- 
trolle nöthig hat, welche man nach Roux in folgender Weise aus- 
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führen kann. Ein kapillares Röhrchen, Fig. 61, wird durch Saugen 
bis a mit der früher geprüften Kulturflüssigkeit gefüllt, dann wird 
bei o und darauf bei a zugeschmolzen, Ebenso wird ein grösseres 
Röhrchen, Fig. 51, 8.369, mit einer geringen Menge derselben 
Flüssigkeit F gefüllt und über dem Wattepfropf w bei h zuge- 
schmolzen, ss dass eine beträchtliche Menge Luft zugegen ist. War 
im ersten Röhrchen etwas Luft vorhanden, s0 wird dieselbe durch 
die sich entwickelnden Bakterien schnell verbraucht, so dass das weitere 
Wachsthum sich ohne Luft vollzieht. Man kann also den Einfluss der 
Luft bei gleicher Temperatur studiren und dadurch den Einfluss der 
letzteren ausschalten. Den Einfluss der Stoflwechselprodukte muss 
man aber noch besonders beachten, da bei Luftzutritt Oxydation und 
Spaltungen, bei Luftabschluss nur Spaltungen erfolgen. ‘Der Ab- 
schluss der Luft ist, wie aus Duelaux’s Versuchen mit den alten 
Kulturen Pasteur’s hervorgeht, bei mässigen Temperaturen ein 
vorzügliches: Mittel zur Erhaltung der Lebensfühigkeit der Keime. 
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bei en. 42%. Man impft Hühner oder Tauben mit dem I, Impfstoffe 
subentan an beiden Flägelspitzen, mit dem IT. wird nach 12 bis 15 
Tagen ebenso verfahren. Die Prüfung mit dem virulenten Material 
erfolgt einige Wochen später durch intramuskuläre, Application am 
‚Brustimuskel. 

Die Impfstoffe für Milzbrand werden zwischen 42 und 43% in 
Bouillon in Erlenmeyer’schen Kölbehen dargestellt und von Zeit 
zu Zeit durch Vebertragungen auf Kaninchen, Meerschweinchen und 
Mäuse geprüft. Feltz, später Roux und Chamberland haben 
gezeigt, dass man auch Kaninchen gegen Milabrand immunisiren 
kann, “ 

Man injieirt unter Druck 40 ccm des I. Vaccin in die Ohrenvene; 
am folgenden oder zweitfolgenden Tage wiederholt man dies Ver- 
fahren und nach einer Woche können die Thiere 0,25 ccm des I. 
Vaceins ohne Gefahr subeutan vertragen, während sie sonst diesem 
Grade noch oft erliegen. Die so behandelten Thiere sind nun gegen 
den vilurenten Milzbrand immun, 

Ranschbrandvirus wird nach Kitt durch Erwärmen des getrock- 
neten Gewebssaftes im Dampfstrome bei 1009 hergestellt und dann 
wieder getroknet; cf. 8. 442. 3 ctgr dieses Pulvors mit: Wasser 
verrieben und subeutan injieirt bewirkten bei Meerschweinchen eine 
locale entzündliche, nicht vereiternde Auschwellung. Diese nur ein- 
mal vorgeimpften Thiere erlagen der subentanen Anwendung auch 
grosser Gaben des virulenten Materials nicht. R 

Für Hundswuth verschuffe man sich erst durch intrakranielle 
Impfungen von Thier zu Thier das virnlenteste Material bei Kaninchen. 
Das Rückenmark oder die Medulla oblongata derselben wird in Stück- 
chen getrocknet. Ein kleines Stückchen dieses Materials wird mit 
etwas sterilisirter Hühnerbouillon verrieben und nach Sedimentirung 
der groben Partikel subeutan injieirt. Man beginnt bei Hunden mit 
15 Tage altem Mark und schreitet zur prüyentiven Schutzimpfung 
mit möglichst wenig Ueberspringen zwischenliegender Stadien bis zu 
eintägigem Mark fort. Diese Hunde sind nicht nur gegen „Strassen- 
wuth* durch Biss und gegen die subeutane, sondern zum Theil anch 
gegen die intraeranielle Application des virnlentesten Materials ge- 
sehütst. Die Heilimpfungen müssen je nach der Zeit, welche nach 
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damit als loci minoris resistentiae erweisen. Diese secnndären Locali- 
sationen müssen aber genau beachtet werden, um den Infections- 
modus richtig zu beurtheilen. Bei der Inhalation kann der Darm, 
bei der Infeetion vom Darm her gelegentlich die Lunge schwere 
anatomische Veränderungen zeigen, während an den Eintrittsstellen 
des Virus keine Veränderungen nachweisbar sind. 


Die miasmatische Infection der Epidemiologie deckt sich nicht 
ohne Weiteres oder allein mit facultativem Parasitismus oder fa- 
eultativem Saprophytismus und ebenso wenig ist der Begriff der 
Contagion an sich identisch mit obligatem Parasitisımus. Das kann, 
aber es muss nicht der Fall sein. Untersucht man den Modus der 
Infection für sich und den Grad der Anpassung an die parasitische 
Lebensweise »ebenso gesondert, so wird man oft überrascht sein zu 
finden, wie Epidemiologie und Bakteriologie schon jetzt sich 
decken, während ein einseitiger Standpunkt nur Differenzen zu zeigen 
scheint. 

Wenn man bei den Keinkulturen die Schwierigkeit oder Leich- 
tigkeit der Herstellung berücksichtigt, wenn man beachtet, ob die 
rein ‚kultivirten Bakterien in Betreff ihres Stickstoff- und Kohlen- 
stoffbedarfes wählerisch sind oder nicht, wenn man die Temperatur- 
Verhältnisse eingehend prüft, dann wird die Reinkultur zu 
einem epidemiologischen Experimente unter reinen 
Bedingungen. Der Experimentator kann sich durch diese Er- 
mittelungen gegen einseitige contagionistische Deutungen des Thier- 
experimentes ganz direct schützen und unbefangen an die Beurthei- 
lung der für das Entstehen von En- und Rpidemien wichtigen ande- 
ren Momente herantreten, 


So müssen z. B. Infectionskrankbeiten, deren Parasiten sich so 
leicht kultiriren lassen, wie die von Abdominaltyphus und Cholera, 
bei einem so leicht nachweisbaren saprophytischen Stadium typische 
Beziehungen zur Aussenwelt haben, da wir nirgends solche gesetz- 
mässige Erscheinungen als zufällige Spiele der Natur kennen. Die 
Thatsache des Saprophytismus allein müsste in solchen Fällen davor 
warnen, derartige Krankheiten als reine oder nur vorwiegend conta- 
giöse anzusprechen. 
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Cnbikeentimeter bisweilen die Anlage von Agarplatten nüthig, welche 
genau so angefertigt werden, wie es früher 8. 34 angegeben ist, 

Um die Luftinfetion mehr zu beschränken, kann man auch 
die Gelatine in Kolben mit flachem Boden verfiüssigen, in diesen 
mit dem Wasser beschicken und die verflässigte Gelatine nach dem 
Mischen mit den Wasserkeimen in den Kolben zum Erstarren 
bringen. Ebenso beschränkt man die Luftinfection und eine nach- 
trägliche Verunreinigung, wenn man bei Verwendung von Reagir- 
gläsern nach Esmarch Rollröhrchen anfertigt. 

Uebersteigt die Zahl der Keime pro I cem 200 auch nur wenig, 
so kann man besonders bei Anwesenheit von viel verflüssigenden 
Arten nicht mehr direct mit einem Cubikeentimeter Wasser arbeiten, 
sondern man muss Theile eines Cubikcentimeters verwenden oder 
man muss, wenn die Keimzahl bedeutend grösser ist, das zu prüfende 
Wasser mit sterilisirtem destillirtem Wasser verdännen, x B. mit 
10 oder 100, oder 1000 com. Diese Mischung muss grändlich durch- 
geschüttelt werden und dann entnimmt man hiervon 1 ccm oder Theile 
eines Cubikcentimeter, trägt dieselbe in verflüssigte Gelatine ein, 
mischt und legt erst hiermit die Platten, Kolben oder Rolltöhrchen an. 


Die Verdünnungsmethode in Flüssigkeiten erfolgt nach Miquel 
in der $. 312 angegebenen Weise. In der Regel muss hierzu schon 
bei geringem Keimgehalte eine Verdünnung vorgenommen werden, 
weil ein Cubikcentimeter nur etwa 30 bis 50 Tropfen enthält, während 
von den etwa 40 bis 50 Bouillongläsern, welche nöthig sind, 15 bis 
25°, steril bleiben müssen. Nach der Verdünnung wird in jedes 
Glas Bouillon ein Tropfen Wasser gebracht und diese inficirten Gläser 
werden der Brüttemperatur ausgesetzt. Nach Miquel’s Versuchen 
soll sich der vierte Theil aller Wasserbakterien in Bonillon bei 
Brüttemperatur innerhalb 24 Stunden entwickeln. Nach ungefährer 
Schätzung kann man also zunächst einen Vorversuch muchen und 
berechnet nach 24 Stunden aus der Zahl der getrübten Röhrchen 
durch Multiplication mit 4 den erforderlichen Grad der Verdünnung 
unter jedesmaliger Berücksichtigung dessen, dass 25%, aller Röhrchen 
steril bleiben müssen. War die Verdünnung nicht genügend, so kann 
man am folgenden Tage die definitive Verdünnung vornehmen. Zu 
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dass das Wasser auch streng anadrobe Arten enthalten kann. Im 
Wasser selbst kommt dieser Fehler weniger in Betracht als im 
Schlamme am Grunde des Wassers. Doch muss man bisweilen auch 
anarobiotische Versuche in der früher geschilderten Weise machen. 

Direete Thierversuche mit dem zu prüfenden Wasser kommen 
gelegentlich in Frage und Untersuchungen von Pasteur, Gaffky, 
Fodor haben gezeigt, dass Wasser bisweilen septikasmische Organis- 
men enthält. Die Thierversuche als Methode der Reinkultar zum 
Isoliren pathogener Arten von nicht pathogenen ist jedoch beim 
Wasser selten erforderlich, weil leider gerade bei einigen der wich- 
tigsten Arten, wie Typhus- und Cholerabakterien, der Thierversuch 
in dieser Weise überhaupt nicht gelingt. In der Regel tritt der 
Thierversuch erst später ein, wenn es sich um die Feststellung der 
Wirkungen anderweitig vorher veinkultivirter Arten handelt, 

Cohn hatte früher versucht die Güte eines Wassers nach der 
Art und Stärke der sich entwickelnden Bakterienträbungen und 
Membranen zu beurtheilen. Diese Methode ist ganz verlassen worden. 
Ich halte es oft für ganz unerlässlich diese alte Methode in etwas 
veränderter Form zu rehabilitiren, Unsere Methoden lehren uns 
nicht alle Arten von Mikroorganismen kennen, welche ein Wasser 
enthält und die man zur Beurtheilung des Wassers oft kennen muss, 
Ueberlässt man ein Wasser sich selbst, so werden die Keime nach 
dem Chemismus des Wassers und den Nebenbedingungen sich neben 
und nacheinander an der Zersetzung des Wassers betheiligen und 
man wird Arten und Formen finden, welche bei der Verdünnungs- 
methode mit Gelatine und Bouillon der Beobachtung entgehen. Auf 
diese Weise habe ich Crenothrix polyspora, Lyngbya ochracen, 
Beggiatoen und andere für spezielle Fälle zur Beurtheilung wichtige 
Mikroorganismen einige Mal gefunden, wo die Kulturmethoden. mich 
ganz im Stiche gelassen hatten. Ich setze in der Regel’3 Kolben 
nebeneinander an. Der eine bleibt, zu einem Drittel gefüllt, nur 
mit Watte verschlossen stehen; ein anderer wird ganz gefüllt und 
mit Gummipfropf fest verschlossen und durch den dritten wird wochen- 
lang langsam, aber stetig Luft durchgesaugt, 

Die zur Entwicklung gekommenen Kolonien müssen im hängenden 
Tropfen und in Deckglastrockenpräparaten mikroskopisch ge 











Untersuchung von Boden und Schlamm. 400 


lass jedes Kleinste Korn und jeder kapillare Raum im Boden Iso- 
lirungsmöglichkeiten bieten, wie wir sie auf kleinem Raume küust- 
lich nur annähernd durch Verwendung fester Kulturmedien gewinnen 
können, 


Unter Berücksichtigung dieser grossen Fehler der einzelnen 
Methoden verfahre ich stets derart, dass ich 1) einerseits Platinösen 
mit Erde direkt in Gelatine eintrage und die Erdpartikel in der 
Gelatine mit Platindraht oder Glasstab sorgfältig zerkleinere, dann 
die Keime durch Schütteln mische und vertheile und nunmehr 
Platten, Kölbeben oder Rollröhrchen anlege. Von dieser ersten 
Kultur wird gewöhnlich eine I. bis ev. Ill. Verdünnung gemacht. 
Diese Kulturen dienen nur zur Orientirung und Bestimmung der 
Arten. 2) Trage ich aber stets 1 com Erde iu 1 Liter sterilisirtes, 
destillirtes Wasser ein. Zuerst wird der Boden mit etwas Wasser 
mit sterilisirtem Pistill ganz fein zerrieben und dann allmählich der 
ganze Liter Wasser zugegeben resp. mit einem Theil dieses Wassers 
die Reibschale sorgfältig nachgespült; dann schüttele ich mehrmals 
in Intervallen gründlich und entnehme von dem gleichmässig trüben 
Wasser 1 ccm oder Theile eines solchen, welche ich in Reagirgläser 
‚der Aasche Kölbchen mit verflüssigster Gelatine eintrage. Bisweilen 
ınuss sogar von der ersten Mischung noch eine zweite Verdünnung 
augelegt werden, indem 10 ccm des durchgeschüttelten gleichmässig 
trüben Wassers in ein zweites Liter sterilisirtes Wasser eingetragen 
werden; erst von dieser zweiten Verdünnung werden dann die defini- 
tiven Kulturen angelegt, Bei diesem Vorgehen machen sich die 
Einwände von C. Fränkel gegen die Verdünnung mit Wasser nicht 
bemerkbar. 3) Soll das erste qualitative Verfahren zur Zählung 
verwendet werden, so wende ich jetzt das Verfahren von Körber 
an um die abgemessene Bodenmenge mit abgemessener Menge steri- 
lisirtem Sande innigst zu verreiben und zu mischen, trage dann von 
dieser Mischung kleine abgemessene Mengen in Gelatine ein. 


Die Verdünmungsmethode in Flüssigkeiten muss selbstverständ- 
lich von Mischungen der Erde in sterilisirtem destilirtem Wasser 
ausgehen und wird ebenso ausgeführt, wie die Analyse eines keim- 
reichen Wassers. 











Arten der Bakterien im Wasser herabsetzen, wenn die Brunnen- 
wände richtig angelegt sind. Ebenso wie dar gewachsene Boden, 
wirken auch künstliche Sandfilter anf Mikroorganismen und sie 
setzen sowohl die Zahlen als Arten herab. Diese Beziehungen er- 
mittelt man am bequemsten durch directe Untersuchungen des Bodens 
und Wassers in Gelatine oder durch Verbindung der Verdünnung 
in sterilisirtem Wasser mit der Platten-Methode. Die Fehler dieser 
Methoden sind in diesem Falle ziemlich irrelevant, weil immer ver- 
gleichbare Dinge unter gleichen Bedingungen geprüft werden, so dass 
man hiermit über die „Infeetionsmöglichkeit‘* des Wassers wichtige 
Anhaltspunkte gewinnt. 

Unter Berücksichtigung dieser Filtrationskraft des Bodens kann 
man durel: dauernd hohen Keimgehalt oder durch besondere Arten 
von Bakterien sehr oft ungehörige Verbindungen des Grundwassers, 
2 B. eines Brunnens mit oberen Bodenabschichten oder mit seit- 
lichen Unrathquellen, wie Versitzgruben, ermitteln. 

Wanderungen der Mikroorganismen im Boden kömen durch 
Risse, Spalten oder Gänge von Wühlthieren begünstigt werden, weil 
Aierdurch direote Verbindungen der Oberfläche mit tieferen Boden- 
abschnitten zu Stande kommen. 

Nach Soyka') kann auch die kapillare Steigung des Wassers 
im Boden Bakterien aus der Tiefe in die Höhe bringen. Ein Glas- 
rohr von 1,5 em Durchmesser und 30 bis 70 cm Länge, steckt der- 
art in einem birnförmigen Glasgefüss, dass ca. 3 em des Glasrohres 
in das Gofäss hineinreichen. Der auf diese Weise am Grunda des 
Gefässes, zwischen der Wand desselben und dem Glassrohre befind- 
liche Raum dient zur Aufnahme von Nährlösungen oder Nährgela- 
tine, welche bis an den Rand des Glasrohres reichen. Oben ver- 
engt sich das birnformige Gefüss und erhält an dieser Stelle einen 
Watteverschluss. Die Röhre wird derart mit Erde oder Glaspulver 
gefüllt, dass sie oben eine Kuppe bildet, so dass bei einer Erschütterung " 
‚oder Neigung Partikel von dieser Erde in die Nährlösung fallen können, 
Der Apparat wird durch Dämpfe sterilisirt und nach dem Erkalten 


1) Prager medieinische Wochenschrift 1985, No. 28; Zeitschrift £. Hygiene 
1897, I, 8. 97. 
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Gläser mit sterilisirter Bouillon, Miquel!) selbst hat später 
dieses Verfahren in folgender Weise verbessert. Der Kolben A 
Fig. 64 hat eine bis auf den Boden reichende Röhre R, auf'welcher 
ein Helm H: aufgeschliffen ist, der einen mit Watte, Asbest oder 
Glaswolle verschlossenen Hals, a5, hat. 

Eine seitliche Röhre Asp wird mit dem Fig. 64. 

Aspirator verbunden und trägt einen 

äusseren Wattepfropf w zum Schutze go- 

gen die Aussenluft und einen inneren 

Wattepfropf w; zwischen beiden Watte- l 

phöpfen wird das Glasrohr etwas aus- 

‚gezogen, was in der Zeichnung nicht rich- 

tig wiedergegeben ist. Ein zweites seit- A 

liches Glasrohr ist mit einer Gumini- 

verbindung k mit dem kapillar ausge- 

zogenen und zugaschmolzenen Glasrohr B 

verbunden. Das Sterilisiren des Apparates und des zum Binsammeln 
der Keime dienenden destillirten Wassers g geschieht in der be- 
kannten Weise. Bine Modification haben Kienn und Aldibbert?) 
angegeben. 

Zum Gebrauche wird Asp an Ort und Stelle der Luftentnahme 
mit dem Aspirator verbunden, dann wird der Helm H abgenommen, 
so dass die Luft bei o durch die Flüssigkeit g passiren muss. Nach 
Beendigung des Versuches wird der Helm H wieder aufgesetzt, dann 
lüsst man durch Blasen an Asp Waschllüsigkeit in R aufsteigen, 
um auf diese Weise die an den Wandungen des Glasrobres R hängen- 
gebliebenen Keime in die Waschllüssigkeit zu bringen. Darauf 
treibt man durch stärkeres Blasen an Asp den inneren Wattepfropf 
w, welcher Keime enthalten könnte, in die Waschflüssigkeit g und 
schüttelt nunmehr die Keime in der Flüssigkeit aus. Hierauf wird 
die Kapillare B noch einmal durch eine Flamme gezogen, abge- 
brochen und dann wird durch Blasen am Ende Asp die Flüssigkeit 
durch die Kapillare B in eine grössere Zahl Kölbchen mit starili- 


%) Annuaire pour Yan 1886; Aunales de Mikrographle I, No, 4. 
2) Rorue d'hygiäne 1898, X, No. 9. 
Hxeppo, Baklerieo-Porschung, 5, Aufinge, 5 
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muss man die Verdünnung weiter treiben. Man bringt in.der Regel 
die Flüssigkeit aus dem Kölbchen von Miquel oder Emmerich 
inreinen, eine bestimmte Menge sterilisirtes, destillirtes Wasser ent- 
haltenden Pasteur’schen Kolben und fractionirt nach Vertheilen 
der Keime erst diese Mischung in Bouillonkölbchen. Für diesen 
Fall eignet sich gelegentlich einmal die Versuchsanordnung von Fol, 
Fig. 37, 8. 317, Bei dem Apparate von Miguel, Fig. 62, bringt 
man über f einen Kautschukschlauch mit Klemme und bringt die 
vorher noch einmal erwärmte Spitze a nach dem Abkühlen in den 
Kautschukschlauch der Klemme k der Fig. 37 (2). Bei dem Appa- 
rate von Emmerich, Fig. 65 bringt man über das birnformige 
Gefäss einen Kautschukschlauch wit Klemme und führt nach Ent- 
fernung des Wattepfropfs die Röhre der Kugel in den Kautschuk- 
schlauch der Klemme k, Fig. 37 (2). Das Gefäss b der Versuchs- 
anordnung von Fol, Fig. 37 (2), wird also ersetzt durch den Ballon 
von Miquel oder Emmerich. 

In neuerer Zeit haben Straus und Würtz') ermittelt, dass, 
wenn man auf die Waschflüssigkeit einen Tropfen sterilisirtes Oel 
briogt, man auch bei einfachem Durchleiten durch die Lösungen 
die Luft schnell durchsaugen kann, weil das Oel ein starkes Auf- 
‚schäumen verhindert. 

Die Vortheile des Auswaschens der Luft durch Flüssigkeiten 
und des Isolirens der’ Keime durch gelatinirende Substanzen suchten 
1884 v. Sehlen“) und ich®) gleichzeitig zu erreichen, indem 
v. Sehlen die Luft durch verflüssigte und bei 40” Hlüssig gehaltenes 
Agar leitete, während ich hierzu bei 30 bis 37° flüssig gehaltene 
Gelatine anwendete. 

Diese sehr bequeme Methode führe ich seit einiger Zeit‘) in 
folgender, wesentlich verbesserter Weise aus, Fig. 66. Ein Reagir- 
glas R erhält den aufgeschliffenen Pasteur’schen Verschluss H. 
Der Helm H ist derart geschliffen, dass dessen Hals etwa den 


1) Annales de Y’Institut Pasteur 1889, II, 8. IT. 
*) Fortschritte der Medien 1834, No. 18, 


3) 1. Auflage, 8. 167. 
) 3. Aufl. 1858, 8. 299. 
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Abheben des Helmes und schnellem Oeffnen des Watteverschlusses 
in ein flaches Kolbchen und lässt dieselbe mit ihren Luftkeimen 
hierin erstarren. Will man ein Rollröbrchen anlegen, so nimmt man 
den Helm ab und setzt auf die Oeffnung des Reagirglases R bei r 
einen vorher präparirten Wattepfropf, Auf diese Weise wird eine 
Luftinfestion fast unmöglich. 

Kammerer und de Giacomi') haben dasselbe Prinzip bei 
einigen anderen Apparaten angewendet und ebenso haben $traus 
und Wäürtz 1. c. sich desselben Prinzips be- Fig. 61. 
dient, wobei sie ermittelten, dass viele Vor- 
würfe, welche dieser Methode gemacht wur- 
den, unbegründet sind. Dieselben bedienen sich 
eines kleinen Apparates der Form Fig. 67. 

Derselbe besteht aus einem Glastubus A, wel- 
‚cher die während des Versuches flüssig zu hal- 
tende und mit einem Tropfen Oel bedeckte 
Nährgelatine aufnimmt. Die zum Durchsaugen 
der Luft bestimmte Röhre B ist bei © in den 
Hals des Gefüsses A eingeschliffen. Zum Be- 
ginne des Versuches wird der Wattepfropf w* 
entfernt, der nach Beendigung des Versuches 
sofort wieder aufgesetzt wird. Die Aspiration 
erfolgt an der Röhre D, welche eingeschnürt 
ist und nach aussen vor der Einschnürung 
den Wattepfropf w* trägt, während noch innen 
der Wattepfropf w® sitzt. Nach Abbrechen 
des Versuches kann man durch leichtes Blasen 
an der Röhre D die flüssige Gelatine in der 
Röhre B aufsteigen lassen, um die dort, vor- 
handenen Keime in die Gelatine überzuführen. Durch stärkeres 
Blasen an D wird schliesslich auch der Wattepfropf w°, welcher 
noch einige Keime enthalten könnte, in die Gelatine getrieben. 
Dann werden dureh Schütteln die Keime in der Gelatine vertheilt 


1) Archiv f. experimentelle Pathologie und Pharmakologie 1856, BA. 21, 
5.318, 









Nach Beendigung der Aspiration bringen Frankland und 
. Petri das Filtermaterial mit seinen Keimen in verflüssigte Gelatine, 
welche sich in Kolben oder Aachen Schalen befindet und lassen sie 
dort erstarren. Uffelmann!) bringt den Pfropf von Glaswolle in 
‚eine geringe Menge sterilisirtes, destillirtes Wasser, schüttelt ihn in 
dem Wasser gut aus und giebt dann erst das keimbaltige Wasser 
in verflüssigte Gelatine. 

Die Combinatiou der Plattenmethode mit der Verdünnungs- 
methode hatte ich für die Luftuntersuchung schon 1885 in der ersten 
Auflage, S. 165 empfohlen und Miquel?) hält dieselbe gleichfalls 
für sehr geeignet. Man kann ganz allgemein die zum Einsammeln 
der Keime dienende Waschflüssigkeit unmittelbar in mehrere Kölb- 
chen mit flüssiger Gelatine vertheilen oder aber das feste Filter- 
material erst mit Wasser ausschätteln und dann erst die Wasch- 
Nüssigkeit plus dem darin suspendirten festen Material in einige 
Kölbehen mit flüssiger Gelatine vertheilen. 

Am bequemsten von allen Methoden und dadurch zur schnellen 
und relativ guten Orientirung geeignet ist das direete Arbeiten in 
verflüssigter Gelatine nach dem von vonSehlen und mir angegebenen 
Verfuhren und nach der Modificstion von Straus und Würtz. 
Am exactesten scheint es mir, die Keime nach Petri und Frank- 
land mit Glaswolle und Glasstaub resp. Sand aufzufangen, dieses 
Materia nach Uffelmann in sterilisirtem Wasser auszuschütteln 
und dann erst Waschwasser und Filtermaterial in mehrere Kölbchen 
mit verflüssigter Gelatine einzutragen. 

Das Arbeiten ganz in Flüssigkeiten nach Miquel ist viel un- 
bequemer, 30 dass es trotz einiger besserer Resultate wohl mehr als 
Ergänzung dienen dürfte, 


3) Archiv f, Hygiene 1898, Bd. VIE, 8. 282. 
*) Annuaire pour Nan 1888, . 
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Da obligate Parasiten durch keine dieser Methoden sicher er- 
mittelt werden, muss man ev. den Staub, z. B. eines Kranken- 
zimmers, direct mit etwas sterilisirter 0,5°, Kochsalzlösung auf- 
schwemmen und dann diese Suspension Thieren beibringen. Bei 
Verdacht auf Tuberkulose bringt man beispielsweise das Material 
Meerschweinchen in die Peritonealhöhle; will man etwa Haderstaub 
auf Bakterien des malignen Oedems oder auf Milzbrand prüfen, so 
bringt man die Suspension in eine Hauttasche. 
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Erklärung der Abbildungen. 


Tafel I. 


Objectträgerkultur von Milchsäurebakterien im durchfallenden Lichte 
in natürlicher Grösse; Text S. 332. Die kleinen weissen Punkte 
zeigen das isolirte Wachsthum im Impfstriche im Inneren der 
Gelatine, während die grösseren sich berührenden kreisförmig be- 
grenzten Flecken und breiten Streifen das Oberflächenwachsthum 
auf der Gelatine erkennen lassen. 

Kartoffelkultur; "Text $. 273 und 321. In den Impfstrichen a haben 
sich die Bakterien, m. prodigiosus, zu broiten Streifen ausgebildet 
und nur wenige isolirte Colonien sind noch deutlich. Bei b hat 
sich von einem Impfstriche aus eine grössere kreisförmige Colonie 
entwickelt. Bei c und d wächst von der Schale her der sog. 
Kartoffelbacillus auf die Scheibe und berührt bei d die Reinkultur. 

Theil des Impfstriches von b. Iaetis, der Fig. 1. bei ca. 20facher Ver- 
grösserung. Die Colonien 1 im Inneren der Gelatine sind meist 
noch gut ivolirt. Die aus einem Luftkeime entstandene Colonie 2 
ist an einer Stelle über den Impfstrich hinübergewachsen. 

Plattenkultur in natürlicher Grösse; Text S. 336. Die Colonien sind 
bei Zimmertemperatur aus I ccm Wasser gewachsen. Die Colonien 1 
verfüssigen die Gelatine schnell; die Colonien 2 verflüssigen lang- 
sau trichterförmig; die Kukkenart 3 wächst an der Oberfläche in 
Form porzellanartig glänzender Köpfchen und die Colonien 4 
zeigen im Inneren der Gelatine ein langsames Wachsthun, so dass 
diese Differenzen mit Leichtigkeit gortatten, trotz der grossen 
Menge der Colonien mindestens 4 Arten zu trennen. Bei vielen 
der sich schnell ausbreitenden Colonien 1 sieht ınan überwucherte 
andersartige Colonien durchschimmern; bei 1 a berühren sich zwei 
Colonien der Art 1; bei 1b hat eine Colonie von I eine Colonie 
von 8 berührt. Bei 2a berührt sich eine Colonie von 2 mit einer 
von 3; bei 3a haben sich Colonien von 3 und 4 vereinigt. 
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